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35S  Promotor aus dem 
Blumenkohlmosaikvirus  
Aa  Aminosäure 
ACR  Apyrase konservierte Domäne 







AK  Antikörper 
AMP  Adenosinmonophosphat 
APO  apochromatisch korrigierte 
Objektive 
APS  Ammoniumpersulfat 
ARF  ADP-Ribosylierungs-Faktor 
A.t.  Arabidopsis thaliana, A. thaliana 
AtAPY1  A. thaliana Apyrase 1 Gen 
Atapy1  A. thaliana Apyrase 1 Gen-
Mutante 
AtAPY1  A. thaliana Apyrase 1 Protein 
AtAPY1-GFP  Atapy1/Atapy1; Atapy2(+)/Atapy2; 
SPIK::AtAPY2; 35S::AtAPY1-GFP 
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CaMV  Cauliflower mosaic virus 
(Blumenkohlmosaikvirus) 
cDNA  komplementäre DNA 
cFBPase zytosolische Fructose-1,6- 
bisphosphatase 
CIAP  Phosphatase aus dem 
Kälberdarm (calf intestinal alkine 
phosphatase) 
COPI Coat protein 
dest. destilliert 
DKO-SNAP Atapy1/Atapy1; Atapy2/Atapy2; 
SPIK::AtAPY2; 
AtAPY1P::AtAPY1-SNAP 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT  Dithiothreitol 
eATP  extrazelluläres ATP 
ECM  extrazelluläre Matrix 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ER  endoplasmatisches Retikulum 
ERf  Erecta gene family 




GDP  Guanindiphosphat 
GEF  GTP-Austauschfaktor (exchange 
factor) 
GFP  grün fluoreszierendes Protein 
Got1p-Homolog Golgi transport protein 1 
GUS  ß-Glucuronidase 
TMHMM  TransMembrane prediction using 
Hidden Markov Models 
TMpred  Prediction of Transmembrane 
Regions und Orientation 
HRP  Meerrettich-Peroxidase 
(Horseradish peroxidase)  
IPTG  Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid 
ivT  in vitro Translation 
LRR-RLP leucine-leucine repeat receptor-
like protein 
LSM  konfokale Laserrastermikroskopie 
(Laser Scanning Microscopy) 
MAP  Mitogen aktiviertes Protein 
MDR  multidrug resistance 
MEM12  Membrin 12 
MOPS  (N-Morpholino)-Propansulfon-
  säure 
MP  Multiphoton 
MWCO  Ausschlußgrenze der Ultrafiltration 
(molecular weight cut-off) 
MS Murashige & Skoog Medium 
Mt-gk Mitochondrienmarker (Köhler et 
al., 1997; Nelson et al., 2007) 
Abkürzungsverzeichnis     IX   
NASC  European Arabidopsis stock 
centre 
NDP  Nukleosiddiphosphat 
NMP  Nukleosidmonophosphat 
NTP  Nukleosidtriphosphat 
ORF  Offener Leserahmen (open 
reading frame) 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
(polymerase chain reaction) 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
PMT  Photoelektronenvervielfacher 
(photomultiplier tube) 
RFP  Rot fluoreszierendes Protein 
RNA  Ribonukleinsäure 
ROS  reaktive Sauerstoffspezies 
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SNARE soluble NSF attachment protein 
receptor 
SOC  Nährmedium (super optimal broth 
with catabolite repression) 
SOSUI  Secondary Structure Prediction of 
Membrane Proteins 
SPCH Speechless 
SPIK  pollenspezifischer Promotor 
(Shaker pollen inward K
+
 channel) 
SYP32  Syntaxin of plants 32 
TAIR  The Arabidopsis Information 
Resource  
TBS  Tris-Puffer (Tris buffered saline) 
T-DNA  Transfer-DNA 
TCS  True Confocal Scanner 
TGN  trans-Golginetzwerk 
TMM  Too many mouths 
UDP  Uridindiphosphat 
UDPase  Uridine-diphosphatase 
UMP  Uridinmonophosphat 
TBS-T  Tris-Puffer mit Tween 20 
WS  Wassilewskija 
WT  Wildtyp 
YFP  gelbes Fluoreszenzprotein  
(yellow fluorescence protein) 







































Die Apyrase (Adenosin Pyrophosphatase) – auch NTPDase genannt (Zimmermann et al., 
2000) – wurde 1945 erstmalig von Meyerhof beschrieben und aus Kartoffeln (Solanum 
tuberosum) isoliert.  
Im Gegensatz zu ATPasen haben Apyrasen (EC 3.6.1.5.) ein breites Substratspektrum und 
können alle Nukleosidtri- (NTP) und diphosphate (NDP) zu Nukleosidmonophosphaten 
(NMP) und anorganischem Phosphat (Pi) sowie Thiaminpyrophosphate hydrolysieren 
(zusammengefasst in Komoszynski und Wojtczak, 1996). Die Hydrolyse von 
Nukleosidtriphosphaten kann auf verschiedenen Wegen erfolgen (Abbildung 1, Komoszynski 
und Wojtczak, 1996): zum einen kann direkt eine Umsetzung von NTP direkt zu NMP und 
zwei Pi erfolgen ohne die Bildung von NDP als stabiles Zwischenprodukt (Heine et al., 1999); 
zum anderen findet die Hydrolyse in zwei Schritten statt, indem NTP zu NDP anschließend 















Abbildung 1: Reaktionsschema der Apyrase (am Beispiel von ATP) 
Die Apyrase kann NTPs (hier ATP) direkt zu NMP (AMP) unter Abspaltung zwei anorganischer Phosphatgruppen 
hydrolysieren. Ein zweiter Reaktionsweg findet über die Bildung eines stabilen NDP (ADP) als Zwischenprodukt 
statt, das dann weiter zu NMP (AMP) hydrolysiert werden kann (Komoszynski und Wojtczak, 1996). 
 
Bisher konnten Apyrasen in allen untersuchten Pro- und Eukaryoten nachgewiesen werden 
(Komoszynski und Wojtczak, 1996). Neben dem breiten Substratspektrum haben die 
Apyrasen eine hohe enzymatische Aktivität, besitzen vier konservierte Domänen (ACRs,
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Handa und Guidotti, 1996) und benötigen divalente Kationen für ihre Aktivität (Valenzuela et 
al., 1988).  
Bei den Apyrasen wird zwischen Endo- und Ektoapyrasen unterschieden (Komoszynski und 
Wojtczak, 1996). Die katalytische Domäne der Endoapyrasen ist intrazellulär und bei den 
Ektoapyrasen extrazellulär lokalisiert. In beiden Fällen kann die Apyrase löslich oder 
membrangebunden vorliegen (Komoszynski und Wojtczak, 1996). 
 
1.2. Apyrasen in Tieren 
In tierischen Organismen sind Apyrasen sehr gut untersucht und konnten intra- (Wang und 
Guidotti, 1998; Biederbick et al., 1999) und extrazellulär (Überblick in Wang et al., 1998; 
Goding, 2000; Robson et al., 2006) nachgewiesen werden, wobei der Forschungs-
schwerpunkt auf den Ektoapyrasen liegt. Einen sehr guten Überblick über die Rolle der 
Ektoapyrasen und dem purinabhängigen Signalweg im humanen Organismus geben 
folgende Übersichtartikel: Beaudoin et al., 1996; Robson et al., 2006; Burnstock, 2007. 
Ektoapyrasen spielen nachweislich eine Rolle im Immun- (Kansas et al., 1991; Mizumoto et 
al., 2002) und Blutsystem (Kaczmarek et al., 1996; Marcus et al., 2001) sowie dem zentralen 
(Sesti et al., 2002) und peripheren Nervensystem (Braun et al., 2004) (Zusammenfassung in 
Robson et al., 2006). Nachfolgend wird die Rolle der NTPDasen in der Blutaggregation 
vorgestellt.  
 
1.2.1. Rolle der NTPDasen bei der Thrombozytenaggregation 
In den letzten zehn Jahren wurden über 100 Artikel veröffentlicht, die sich mit der 
Blutaggregation und der Rolle der NTPDase (CD39) beschäftigen (U.S. National Library of 
Medicine, National Institutes of Health, 2011). Der nachfolgende Abschnitt stellt eine 
Übersicht der bisherigen Forschungsergebnisse dar und beschreibt die Rolle der NTPDasen 
bei der Thrombozytenaggregation. Andere Faktoren der Blutgerinnung werden hier 
vernachlässigt.  
Thrombozyten zirkulieren in inaktivierter Form durch den Blutkreislauf. Sie bilden bei 
Verletzungen der Blutgefäße die erste Barriere, um einen Blutverlust zu verhindern, indem 
sie die Wundseite durch eine Aggregation verschließen. Durch einen äußeren Reiz werden 
die Thrombozyten über Signaltransduktion aktiviert. Am Schluss dieser Signalkaskade steht 
unter anderem die Freisetzung von ATP und ADP, welche entweder über sogenannte „dense 
granules― aus Thrombozyten oder über Sekretion anderer Zellen erfolgen kann. Die 
freigesetzten Nukleosidtri- und diphosphate binden an P2X oder P2Y Rezeptoren auf der 
Oberfläche von Thrombozyten, wodurch es unter anderem zum Calciumeinstrom in die Zelle 
kommt und die Thrombozytenform geändert wird. Die aktivierten Thrombozyten binden unter 
anderem über den von Willebrandfaktor an die Endothelzellen und sekretieren ebenfalls ADP 
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und weitere Faktoren (zum Beispiel Thromboxane A2). Dadurch werden weitere 
Thrombozyten aktiviert, die zum Wundverschluss führen (Maliszewski et al., 1994; Koziak et 
al., 1999; Zimmermann, 1999; Goepfert et al., 2000; Brass, 2001; Bhatt und Topol, 2003; 
Brass, 2003; Glenn et al., 2005; Jin et al., 2005; Marcus et al., 2005). 
Die über zwei Transmembrandomänen in der Membran von Endothelzellen verankerte 
NTPDase (CD39) (Maliszewski et al., 1994) wirkt inhibierend auf die Thrombozyten-
adhäsion, indem es das freigesetzte ADP zu AMP hydrolysiert und so ein Verstopfen des 
Wundgefäßes verhindert (Maliszewski et al., 1994; Koziak et al., 1999; Zimmermann, 1999; 
Goepfert et al., 2000; Brass, 2001; Bhatt und Topol, 2003; Brass, 2003; Glenn et al., 2005; 

















Abbildung 2: Rolle der NTPDase (CD39) bei der Thrombozytenaggregation  
Durch den Blutkreislauf zirkulierende Thrombozyten werden durch Prostazyklin und Stickstoffoxid in inaktiver 
Form gehalten. Durch Verwundung wird eine Signaltransduktionskette gestartet, durch die die Thrombozyten 
aktiviert werden und ihre Form ändern. Die aktivierten Thrombozyten können an den von Willebrandfaktor auf der 
Oberfläche der Endothelzellen binden und sekretieren ADP und Thromboxan A2, um weitere Thrombozyten zu 
aktivieren. Die ebenfalls auf der Endotheloberfläche exprimierte CD39 wirkt antagonistisch auf die 
Thrombozytenaggregation, indem das freigesetzte ADP zu AMP hydrolysiert wird. Abbildung aus Brass, 2001. 
 
1.3. Apyrasen in Pflanzen 
Über die Funktion und Lokalisation von Apyrasen in Pflanzen ist weit weniger bekannt als in 
tierischen Organismen. Apyrasen wurden löslich im Apoplasten (Shibata et al., 2002; 
Takahashi et al. 2006; Wu et al., 2007; Riewe et al., 2008a) und im Zytoplasma 
(Kettlun et al., 1992; Handa und Guidotti, 1996; Takahashi et al., Yoneda et al., 2009) 
gefunden. Ebenfalls nachgewiesen wurden sie im Golgi (Orellana et al., 1997; Day et al., 
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2000; Dunkley et al., 2006), in der Plasmamembran (Thomas et al., 1999; Day et al., 2000; 
Kalsi und Etzler, 2000) und in Mitochondrien (Zancani et al., 2001). Weiterhin konnte die 
Apyrase im Zellkern (Tong et al., 1993; Thomas et al., 1999; Shibata et al., 2002; Takahashi 
et al., 2006), in mikrosomalen Fraktionen (Tognoli und Marre, 1981a; Vara und Serrano, 
1981; Komoszyński, 1993; Valenzuela et al., 1998; Kalsi und Etzler, 2000) und assoziiert mit 
dem Zytoskelett (Shibata et al., 2002) lokalisiert werden. 
Auf Grund der unterschiedlichen Lokalisation der Apyrase wurden im Laufe der Zeit zwei 
mögliche Funktionen favorisiert. Der Apyrase in der Plasmamembran und im Apoplasten 
wurde eine Rolle im ATP-Signalweg und der Apyrase im Golgi dem Zuckermetabolismus 
zugesprochen. Beide Modelle werden nachfolgend vorgestellt.  
  
1.3.1. Rolle extrazellulärer Apyrasen  
Im tierischen Organismus ist ATP als Signalmolekül bereits seit den 30iger Jahren bekannt 
(zusammengefasst in Ralevic und Burnstock, 1998) und die entsprechenden 
Purinrezeptoren wurden 1978 identifiziert (Burnstock, 1978). Eine Übersicht über die ATP-
Signalwege und Regulation in Tieren geben folgende Artikel: Abbracchio und Burnstock, 
1994; Ralevic und Burnstock, 1998 und Burnstock und Verkhratsky, 2009. Bei Pflanzen 
wurde bis in die 70iger Jahre angenommen, dass ATP ausschließlich als Energiequelle 
dient. Jaffe zeigte 1973 eine erhöhte Reaktion der Venusfliegenfalle nach Zugabe von eATP, 
und in den folgenden Jahren wurde nachgewiesen, dass eATP sich auf das Wachstum (Kim 
et al., 2006; Wu et al., 2007; Reichler et al., 2009) und die Entwicklung (Chivasa et al., 2005; 
Chivasa et al., 2009) der Pflanzen auswirkt. Weiterhin wird die eATP-Konzentration durch 
biotischen und abiotischen Stress wie Pathogenbefall (Wu et al., 2008; Chivasa et al., 2009a 
und 2009b) oder Wasserstress (Kim et al., 2006) beeinflusst. Einen Überblick über eATP-
Regulation durch Stress geben folgende Veröffentlichungen: Roux und Steinebrunner, 2007; 
Demidchik et al., 2003; Tanaka et al., 2010. Ein entsprechender Purinrezeptor für 
extrazelluläres ATP konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Die Aufklärung von ATP als 
Signalmolekül und der Rolle der Apyrase als Regulator erfolgte hauptsächlich in den letzten 
zehn Jahren, ein Überblick dazu ist in Abbildung 3 dargestellt (Song et al., 2006; Tanaka et 
al., 2010).  
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Abbildung 3: Rolle von extrazellulären Apyrasen  
Das über Transport, Exozytose oder Verwundung in die extrazelluläre Matrix gelangende ATP wird über 
Ektoaprasen (APY) hydrolysiert. Veränderte eATP Konzentrationen in der ECM führen zum Calcium-Influx ins 
Zytosol, woraufhin das Level an Stickstoffmonoxid (NO) steigt und neben einer veränderten Genexpression zur 
Aktivierung der NADPH-Oxidase führt. Dadurch steigt die Konzentration an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in 
der ECM, was wiederum einen Einfluss auf Genexpression und Signaltransduktion hat (Tanaka et al., 2010; Roux 
und Steinebrunner, 2007). Abbildung entnommen aus Tanaka et al., 2010. 
 
Die Freisetzung von eATP kann über verschiedene Wege erfolgen (Überblick in Roux und 
Steinebrunner, 2007; Tanaka et al., 2010): durch Verwundung (Song et al., 2006), 
mechanische Stimulation (Jeter et al., 2004; Weerasinghe et al., 2009), Exozytose 
(Kim et al., 2006), durch MDR- (Thomas et al., 2000) oder ATP-Transporter (Rieder und 
Neuhaus, 2011) kann intrazelluläres ATP in die extrazelluläre Matrix gelangen und als 
Signalmolekül agieren. Ein erhöhtes ATP-Level in der ECM führt zum Calcium-Influx 
(Demidchik et al., 2003; Jeter et al., 2004; Wu et al., 2008; Wu und Wu, 2008; Demidchik et 
al., 2009), welcher wiederum zur Erhöhung von Stickstoffmonoxid (NO) (Foresi et al., 2007; 
Wu und Wu, 2008; Sueldo et al., 2010; Tonon et al., 2010; Clark et al. 2011) und reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) (Kim et al., 2006; Song et al., 2006; Wu et al., 2008; Tonon et al., 
2010; Clark et al., 2011) durch die Aktivierung der NADPH-Oxidase führt. Die Produktion 
reaktiver Sauerstoffspezies erhöht ebenfalls den Calcium-Influx, wobei sich ein erhöhtes 
zytosolisches Calciumlevel sich auf die Signaltransduktion (Sueldo et al., 2010) und 
Genexpression (Song et al., 2006) der Pflanze auswirkt. Die Regulation des extrazellulären 
ATP-Levels erfolgt dabei vermutlich über Ektoapyrasen (Windsor et al., 2003; Song et al., 
2006; Roux und Steinebrunner, 2007; Riewe et al., 2008b; Clark et al., 2010; Tanaka et al., 
2010), welche das Signalmolekül ATP zu ADP oder AMP hydrolysieren. 
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1.3.2. Golgi lokalisierte Apyrasen 
Dass Apyrasen im Golgi lokalisiert sind, wurde durch Abeijon et al. (1993) und Gao et al. 
Gao et al. (1999) in Hefen nachgewiesen. Die beiden aus Hefen bekannten Apyrasen GDA1 
und YND1 sind dabei in die Proteinglykosylierung involviert (Abeijon et al., 1993; Gao et al., 
1999) und haben eine hohe Substratspezifität für GDP- und UDP-Zucker (Yanagisawa et al., 
1990). Durch einen Knockout von YND1 kommt es zu Fehlern in der N- und O-
Glykosylierung von Akzeptormolekülen im Golgi (Gao et al., 1999). 
In der Erbse (Pisum sativum) wurde 1997 von Orellana et al. durch die Präparation 
mikrosomaler Membranen eine Apyraseaktivität im Golgi nachgewiesen (Orellana et al., 
1997). Die nachgewiesene Apyrase ist ein integrales Membranprotein, dessen aktive 
Domäne ins Golgi-Lumen ragt (Orellana et al., 1997). Durch den raschen Umsatz von UDP 
wird diese Apyrase auch als „latente UDPase― bezeichnet (Orellana et al., 1997; 
Neckelmann und Orellana, 1998). Baroja-Fernandez et al. beschrieben 2004 den Transport 
und die Umsetzung von UDP-Zuckern im Golgi (Zusammenfassung in Abbildung 4). Das 
durch den Calvin-Zyklus gebildete Triosephosphat wird ins Zytosol transportiert und in UDP-
Glucose umgewandelt. Der UDP-Zucker wird anschließend durch einen Antiporter aus dem 
Zytosol in das Golgi-Lumen transportiert und der Zuckerrest durch die Glykosyltransferase 
auf Akzeptormoleküle (Lipide, Proteine oder Polysaccharide) übertragen (Keegstra und 
Raikhel, 2001; Ross et al., 2001). Die synthetisierten Glykoproteine werden durch Vesikel 
über die Plasmamembran zur extrazellulären Matrix transportiert, wo sie bei der 
Zellwandbiosynthese benötigt werden (Ridley et al., 2001; Lerouxel et al., 2006; Mohnen, 
2008). Das im Golgilumen verbleibende UDP wird durch eine UDPase zu UMP und Pi 
hydrolysiert und im Antiport zu UDP-Glucose ins Zytosol transportiert (Munoz et al., 1996; 
Gao et al., 1999). Ohne die Hydrolyse von UDP würde dieses als Inhibitor der 
Glykosyltransferase agieren (Staver et al., 1978). Die Funktion der Apyrase im Golgi besteht 




























Abbildung 4: Rolle von Apyrasen im Golgi 
Über einen Antiporter wird UDP-Glucose (UDP-G) ins Golgilumen und UMP ins Zytosol transportiert (1). Der 
Zuckerrest wird durch eine Glykosyltransferase auf Akzeptormoleküle übertragen (2), anschließend wird das UDP 
durch die Apyrase (APY) zu UMP und Pi hydrolysiert (3). Freies UDP ist ein Inhibitor der Glykosyltransferase (4) 
und würde die Übertragung der Zuckerreste inhibieren. Glykosylierte Moleküle werden durch Vesikel in die ECM 
transportiert (5), wo sie der Zellwandbiosynthese dienen. 
 
1.3.3. Kenntnisstand über Apyrasen in A. thaliana 
In A. thaliana wurden bisher zwei Apyrasen – Atapy1 und Atapy2 – als funktionell 
beschrieben (Steinebrunner et al., 2000). Fünf weitere mögliche Apyrasen Atapy3-Atapy7 
wurden durch Genomsequenzierung gefunden (unveröffentlicht). Die AtAPY1 besteht aus 
471 aa und AtAPY2 aus 630 aa, welche eine Identität von 87 % aufweisen. Beide Apyrasen 
besitzen die vier Apyrase konservierten Domänen (ACRs, rot), ein ATP-Bindemotiv (orange) 
und einen hydrophoben N-terminalen Bereich (Steinebrunner et al., 2000) (grün), der die 
Apyrase vermutlich in der Membran verankert. Im Gegensatz zur AtAPY2 besitzt die AtAPY1 
eine Calmodulin-Bindedomäne (Steinebrunner et al., 2000) (dick gedruckt). Beide Apyrasen 
sind schematisch in  Abbildung 5 dargestellt (nach Handa und Guidotti, 1996; Steinebrunner 
et al., 2000) 
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Abbildung 5: Vergleich der AtAPY1- und AtAPY2-Sequenz  
Die AtAPY1 und AtAPY2 haben zu 87 % eine identische Aminosäuresequenz, ein ATP-Bindemotiv (orange), vier 
Apyrase konservierte Domänen (ACRs, rot) und einen hydrophoben N-terminalen Bereich (grün). Die AtAPY1 
besitzt zusätzliche ein Calmodulin-Bindemotiv (dick gedruckt) (Sequenzvergleich mit: Notredame et al., 2000; 
Poirot et al., 2003). Modifiziert nach Handa und Guidotti, 1996; Steinebrunner et al., 2000. 
 
Neben einer beinahe identischen Aminosäuresequenz wurde in Knockout- und 
Komplementationsstudien eine redundante Funktion von AtAPY1 und AtAPY2 gezeigt. (Wolf 
et al., 2007; Wu et al., 2007). Durch eine T-DNA Insertion in Intron 1 der Atapy1 und Exon 8 
der Atapy2 wurden die beiden Apyrasen ausgeknockt (Steinebrunner et al., 2003, Abbildung 
6).  
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Abbildung 6: T-DNA Insertion in Atapy1 und Atapy2  
Die intakten Atapy1 und Atapy2 Gene wurden durch T-DNA Insertionen ausgeknockt. T-DNA Insertion (Dreieck) 
in Atapy1 befindet sich in Intron 1 und bei der Atapy2 in Exon 8. Die Exons (schwarz) und Introns (schwarze 
Linie) wurden verhältnismäßig nach ihrer Größe dargestellt. Untranslatierte Bereiche sind in grau abgebildet. Aus 
Steinebrunner et al., 2003. 
 
Der Knockout einer Apyrase – Atapy1 oder Atapy2 – (Einzelknockout, SKO) führt zu keinem 
veränderten Phänotyp im Vergleich zum Wildtyp. Der Doppelknockout beider Apyrasen 
(DKO) dagegen ist letal durch Inhibierung der Pollenkeimung (Steinebrunner et al., 2003). 
Werden die DKOs durch die Atapy2 unter der Kontrolle des pollenspezifischen Promotors 
SPIK (Mouline et al., 2002) komplementiert, keimen sie aus, sterben jedoch im Kotyledonen-
stadium ab (Wolf et al., 2007). Die partiell komplementierten DKOs zeigen einen veränderten 
Phänotyp gegenüber Wildtypkeimlingen (Abbildung 7), unter anderem bilden sie keine 
Wurzel (Abbildung 7A) und haben ein kürzeres Hypokotyl. Des Weiteren liegen die 
Spaltöffnungsapparate aggregiert vor (Abbildung 7B), und es kommt zur Akkumulation von 
Stärke in den Chloroplasten (Abbildung 7C) (Wolf et al., 2007).  
Die Apyrasen 1 und 2 haben damit nachweislich Einfluss auf das Wachstum und die 
Entwicklung von A. thaliana.  
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Abbildung 7: Phänotyp des A. thaliana Wildtyps im Vergleich zum Apyrasedoppelknockout (DKO)  
(A) Wildtypkeimling im Vergleich zum partiell komplementierten DKO (Atapy1/Atapy1; Atapy2/Atapy2; 
SPIK::AtAPY2). Die DKO-Pflanzen haben ein reduziertes Wachstum ohne Ausbildung von Wurzeln oder 
Primärblättern. Ein DKO ist für die Pflanze letal. Mit SPIK::AtAPY2 komplementierte Pflanzen sterben im 
Kotyledonenstadium. (B) Stomatacluster auf der unteren Epidermis bei DKO-Keimlingen komplementiert mit 
SPIK::AtAPY2. (C) Akkumulation von Stärke (S) in den Chloroplasten der partiell komplementierten DKOs. 
Abbildung entnommen aus Steinebrunner et al., 2003; Wolf et al., 2007.  
 
Weiterführende Experimente des AtAPY1- und AtAPY2-Promotors fusioniert mit der GUS-(ß-
Glucuronidase) haben gezeigt, dass beide Apyrasen vor allem in schnell wachsenden und 
sich differenzierenden Geweben exprimiert werden (Wolf et al., 2007; Wu et al., 2007): dem 
Hypokotyl (Abbildung 8A), der Wurzelspitze (Abbildung 8B), Teilen der Blüte (Abbildung 8C), 




Abbildung 8: GUS-Analysen der Apyraseexpression  
Dargestellt ist jeweils die Expression der GUS::AtAPY1. Die Expression findet vor allem in wachsenden Geweben 
statt wie (A) Hypokotyl und Wurzelspitze (B), sowie in den Stamina (C), in Pollen (D) und in Schließzellen (C). 
Aus Wu et al., 2007. 
 
Die subzelluläre Lokalisation ist im Gegensatz zur gewebespezifischen Lokalisation noch 
ungeklärt. Der aktuelle Forschungsstand lässt eine Lokalisation der AtAPY1 und AtAPY2 in 
der Plasmamembran vermuten (Wu et al., 2007, Clark et al., 2011).  
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Durch die Zugabe von polyklonalen Antikörpern, die gegen die AtAPY1 gerichtet sind, kommt 
es zum Anstieg des eATP-Gehaltes und zur Wachstumsinhibierung von Pollenschläuchen 
(Wu et al., 2007).  
Auf Grund der erhöhten Promotoraktivität des AtAPY1-Promotors (Abbildung 8E) führten 
Clark et al. (2011) Experimente zur Apyraseaktivität in Schließzellen durch. Es ist bekannt, 
dass eine geringe Konzentration von eATP zur Öffnung und eine hohe Konzentration zur 
Schließung von Spaltöffnungen führt. Ähnlich wie Wu et al. (2007) wurde die Apyraseaktivität 
durch Zugabe von polyklonalen ɑ-AtAPY1-Antikörpern inhibiert, was zur Schließung der 
Spaltöffnung durch hohe eATP-Konzentrationen führte. Zur Bestätigung der Resultate 
wurden die gleichen Versuche mit bekannten Apyraseinhibitoren wie NGXT 191 
durchgeführt.  
Durch diese Arbeiten wird angenommen, dass die AtAPY1 extrazellulär lokalisiert ist und 
durch die Antikörper inhibiert wird. Das eATP konnte nicht mehr hydrolisiert werden, was 
zum Anstieg der eATP-Konzentration führte. 
 
1.4. Vorarbeiten 
Grundlegend für die Komplementations- und Lokalisationsstudien der AtAPY1 waren die 
Doppelknockouts der Atapy1 und Atapy2 durch T-DNA Insertionen (Steinebrunner et al., 
2003). Zur Komplementation wurde der offene Leserahmen (ORF) der AtAPY1 mit dem 
SNAP-Tag (Keppler et al., 2003, pSNAP-tag(m), New England Biolabs) fusioniert und unter 
die Kontrolle des nativen AtAPY1-Promotorbereichs gebracht (Schiller und Steinebrunner, 
2011 eingereicht). Dieses Konstrukt wurde wie bereits erwähnt, in hemizygote 
Apyraseknockout-Pflanzen (+/Atapy1; Atapy2/Atapy2; SPIK::AtAPY2) stabil transformiert. 
Nach der Samenernte konnten die Nachkommen durch entsprechende 
Antibiotikaresistenzen selektiert und genotypisiert werden.  
Ein weiteres Konstrukt wurde durch Sun 2003 erzeugt. Der ORF der Atapy1 wurde unter die 
Kontrolle des CaMV (Cauliflower mosaic virus) 35S-Promotors kloniert und C-terminal mit 
GFP fusioniert (Haseloff et al., 1997). Das Konstrukt wurde in A. thaliana hemizygote 
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1.5. Zielstellung 
Das Ziel dieser Arbeit war die subzelluläre Lokalisation der AtAPY1. Wie bereits 
beschrieben, wurde die AtAPY1 in der Plasmamembran vermutet. Der abschließende 
Beweis durch die subzelluläre Lokalisation wurde bisher allerdings nicht erbracht. Um eine 
Fehllokalisation auszuschließen und die Lokalisation der AtAPY1 zu ermöglichen, sollte der 
letale Phänotyp einerseits mit der Atapy1 unter ihrem nativen Promotorbereich 
(AtAPY1P::AtAPY1-SNAP Konstrukt) und andererseits mit der Atapy1 unter dem 
konstitutiven CaMV 35S-Promotor (35S::AtAPY1-GFP) komplementiert werden. Neben der 
subzellulären Lokalisation der AtAPY1 sollten die Grundlagen für die biochemische 
Charakterisierung der AtAPY1 erarbeitet werden. Um die AtAPY1 biochemisch 
charakterisieren zu können, muss sie funktionell aus Pflanzen isoliert, in Bakterien oder in 
vitro translatiert werden. Anschließend sollte die AtAPY1 gereinigt und mittels Aktivitätstests, 
welcher etabliert werden musste,  das Substratspektrum und pH-Optimum bestimmt werden.  




Analysenwaagen Kern 770, Kern EW 3000-2M  Kern und Sohn, D 
Autoklav Varioklav Typ 500     TSO, D 
Brutschrank Biosaf eco     Integra Biosciences, D 
CelljecTUno       Thermo Electron, D 
Digitalkamera COOLPIX 4500    Nikon, D 
DNA-Gelelektrophoresekammer Agagel Mini  Biometra, D 
DRIER 3200 Typ 233.300 für Radiofilme   Heidolph Instruments, D 
Elektrophoreseeinheit 
 2051 Midget Multiblot     LKB Bromma, USA 
 Semidry Blotter UniBlot SC-Series   VWR International GmbH, D 
Gel-Dokumentationssystem, DH-30/32   biostep GmbH, D 
Gelgieß-Vorrichtung Mini-V Casting Boot   Life Technologies, D 
Hybridizer HB 1000      MWG Biotech., D 
Konfokale Mikroskopiersysteme 
 Zeiss Axio Imager + LSM 710/780   Carl Zeiss, D 
 Leica TCS SP5 MP     Leica,  
Magnetrührer MR 3001, MR 3100 K    Heidolph Instruments, D 
Mikrowelle       Hanna Instruments, USA 
Pflanzenkulturschrank Model BB-XL/3   CLF Plant Climatics, D 
pH-Meter 
 inoLab      WTW, D 
Hanna Instruments pH 210    Hanna Instruments, USA 
Photometer       Heidolph Instruments, D 
Protein-Gelelektrophoresekammer    Roth, D 
TECAN infinite M200 (Mikrotiterplatten-Lesegerät)  Tecan, D 
Transilluminator Combi-Light    MWG Biotech., D 
Schüttler  
Duomax 1030      Heidolph Instruments, D 
Eb KS-15      Edmund Bühler GmbH, D 
TH15       Consort, Belgien 
Schwingmühle MM301     Retsch, D 
Series 25 Incubator Shaker     New Brunswick Scientific, USA 
Spannungsgeber CONSORT E122    Consort, BE 
Slab Gel Dryer Model SE 1160, GD 2000   Hoefer Scientific Instruments, USA 
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Sterilwerkbank HERA Safe     Heraeus Instruments, D 
TECAN infinite M200 (Mikrotiterplatten-Lesegerät)  Tecan, D 
Thermomixer comfort      Eppendorf, D 
 Wechselblock Reaktionsgefäße 1,5 ml 
 Wechselblock Mikrotiterplatten 
Thermomixer compact     Eppendorf, D 
Thermozykler  
T1 Thermocycler     Biometra, D 
 Mastercycler Gradient    Eppendorf, D 
 Primus 96 advanced     peqLab, D 
Tischzentrifuge minispin     Eppendorf, D 
Typhoon TRIO Variable Mode Imager   GE Healthcare, UK 
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 100S   Thermo Scientific, USA 
Rotor TH-641 
Zentrifuge 5804 R      Eppendorf, D 
 Rotor F45-30-11  
 Rotor F43-6-38 
 
2.2. Chemikalien 
Wenn nicht anders vermerkte, wurden die Chemikalien von Roth (D), Merck (D), Sigma (D) 
oder Fluka (CH) bezogen. Spezielle Reagenzien und Farbstoffe sind nachfolgend aufgelistet: 
 
AMP/ATP       Sigma, D 
BG-Vista Green      New Englund Biolabs, USA 
Blockierungsreagenz      Roche, D 
Brefeldin A       Sigma-Aldrich, D 
FM4-64       Invitrogen, USA 
Murashige & Skoog Medium inkl. Gamborg B5 Vitamine  Duchefa, NL 
Ni-NTA       Qiagen, USA 
PMSF        Roth, D 
Ponceau S       Roth, D 
Redsafe™ (20000x)      iNtRON, Südkorea 
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2.3. Häufig genutzte Puffer 
MS-Medium 4,3 g/l Murashige & Skoog Medium inkl. Gamborg B5 
Vitamine  
0,5 g/l MES (pH 5,7) 
1 % (w/v) Saccharose 
0,8 % (w/v) Agar (bei MS-Festmedium) 
 
LB-Medium    1 % (w/v) pankreatisches Pepton 
     0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
     1 % (w/v) NaCl 
     1,5 % (w/v) Agar (bei LB-Festmedium) 
     pH 7 
 
PBS     1,40 mM NaCl 
      2,7 mM KCl 
      8,1 mM Na2HPO4 
     1,5  mM KH2PO4 
     pH 7,4 
 
TBS     150 mM NaCl 
     27 mM KCl 
     50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
 
YEP-Medium    10 g/l Bactopepton 
     10 g/l Hefeextrakt 
     5 g/l NaCl 
     10 mM MgSO4 
 
2.4. Besondere Verbrauchsmaterialien 
ECL™ Hyperfilm     GE Healthcare, UK 
Entwickler Kodak     Sigma-Aldrich, D 
Fixierer Kodak     Sigma-Aldrich, D 
Nitrocellulose Transfer Membran PROTAN  Schleich & Schüll GmbH, D 
Zentrifugalkonzentratoren  
Nanosep® Device    Pall Life Sciences, USA 
 Vivaspin 500, 2, 4    Sartorius, D   
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2.5. Kits/Standards 
Amersham ECL™ Plus Western Blotting   
Detection Reagents   GE Healthcare, UK 
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 250-10,000 bp   Fermentas, D 
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder   Fermentas, D 
GFP-Trap®_A      Chromotek, D 
Human In Vitro Protein Expression Kit  Thermo Scienfic, USA 
oligo(dT15)       Eurogentec (100 µM), Belgien 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder  Fermentas, D 
PageRuler™ Unstained Protein Ladder  Fermentas, D 
Pierce BCA protein assay kit    Thermo Scientific, USA 
peqGOLD plant RNA kit     peqLab, D 
Proteaseinhibitor complete EDTA-free    
protease inhibitor cocktail    Roche, D 
RTS 500 Wheat Germ CECF Kit   5Prime, D 
RTS WG Lin TempGenSet, His-tag   5Prime, D 
TNT T7 Quick for PCR DNA    Promega, USA 
TOPO TA Cloning®     Invitrogen, USA 
ZR Plasmid Miniprep™-Classic   Zymo Research, USA 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit  Zymo Research, USA 
µMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit  Miltenyi Biotec GmbH, D 
 
2.6. Enzyme 
Alkalische Phosphatase (1 U/µl, CIAP)  Fermentas, D 
Apyrase (rekombinant, 0,05 U/µl)   New Englund Biolabs, USA 
Cellulase Onozuka RS (Enzymmix)   Duchefa Biochemie B.V., NL 
DNaseI (2 U/µl)     Ambion, USA 
EcoRI  (10 U/µl)     Fermentas, D 
Expund High FidelityPLUS PCR System (5 U/µl) Roche, D 
Lysozym      Roth, D 
Macerozym R-10 from Rhizopus sp. (0.5 U/mg) Serva, D 
M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/µl)  Fermentas, D 
MyTaq™ DNA Polymerase (5 U/µl)   Bioline, GB 
NotI (10 U/µl)      Fermentas, D 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase  
(2 U/µl)      Thermo Scientific, USA 
 




pBAD/His  Andreas Brecht (Covalys Bioscience AG, 
Schweiz) 
pCR®2.1-TOPO®     Invitrogen, USA 
pDONR221 (mit Atapy1-SNAP-Insert)  Invitrogen, USA    
pET 28b      Novagen, USA 
pGWB501       Nakagawa et al., 2007 
pNIGEL 07  (mit RabE1d-YFP-Insert)  Geldner et al., 2009 
pSNAP-tag(m)      New England Biolabs, USA 
pT7CFE1-CHIS     Thermo Scientific, USA 
 
2.8. Zelllinien 
Genotyp     Lieferant 
A. tumefaciens 
(GV3101)  PM90RK, GMR, RifR    Becker et al., 1992 
 
Top10   F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)  
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1  
araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 
 rpsL(StrR) endA1 λ    Invitrogen, USA 
 
Bl21 (DE3)  F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB
-) λ(DE3 
 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Agilent Technologies, USA 
 
XL10 Gold  endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1  
lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB- 
hsdSMR-mrr)173 tetR F'[proAB lacIqZΔM 
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2.9. Oligonukleotide 
Tabelle 1: Oligonukleotide 
Name 5‘3‘ Annealingtemperatur  
A1E9F CCACTAGGAAGCGCAATAGA 60 °C 
A1I1R GCGAGCTAGAAATACCACC 58 °C 
Act2realfor CATCCAAGCTGTTCTCTCCT 60 °C 







Apy1_p28b_for CCGGAATTCCATGACGGCGAAGCGAGCGA 62 °C 
Apy1_p28b_rev ATTTGCGGCCGCTCATGGTGAGGATACTGCTTC 62 °C 
Apy2j_rev AGCTGTAAGAAGAGCTCAAG-3 56 °C 
Apy216F GCCATTATCTTCGCCATCCTTTTC 65 °C 
ApyF GGACGGCACGAATCCCTTGCTGACAAG 65 °C 
ApyR TCTCCGTATTTCACCTTCTTCACTAACGT 65 ° C 










IRES_rev ATGGGTGGTGGCCATATTATCAT 62 °C 




SNAPrev CCAGCAGCTTGATCTCGTG 60 °C 
T7-forward_ivt ACGACGGCCAGTGAATTGTAATA 62 °C 
uni51_rev CTGGCAACTAGAAGGCAC 56 °C 
Wave_for CTGCCCGACAACCACTACCTGA 56 °C 
In grün Apyrase spezifische Sequenz, dick gedruckt Start/Stop-Codon 
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2.10. Antikörper (AK)   
         Verdünnung 
    Western Blot         Immunfluoreszenz Lieferant 
Monoklonale AK 
Maus α-GFP   1:1000     Roche, D 
Maus α-plant actin 8  1:1000     Sigma-Aldrich, D 
Maus α-RGS-His  1:1000     5Prime, D 
Maus IgG α-GFP-HRP 1:5000     Miltenyi Biotec  
      GmbH, D 
Polyklonale AK 
Kaninchen α- A.t. cFBPase  1:1000     Agrisera, Schweden 
Kaninchen α-SNAP  1:200   1:50  OpenBiosystems, USA 
 
Sekundäre AK 
Ziege α-Maus IgG-HRP 1:5000     GE Healthcare, UK 
Ziege α-Kaninchen IgG-HRP 1:5000   1:800  GE Healthcare, UK 
 
2.11. Antibiotika/Herbizide 
      Endkonzentratrion  Lieferant 
Ampicillin      60 µg/ml   Boeringer-Mannheim, D 
Carbencillin-Na-Salz   500 µg/ml   Serva, D 
Gentamycinsulfat     25 µg/ml   AppliChem, D 
Hygromycin B                 50 µg/ml   Roth, D 
Kanamycin      30 µg/ml   Bioline, GB 
Phosphinothricin     10 µg/ml   Fluka, CH                        
Rifampicin      50 µg/ml   AppliChem, D 
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2.12. Verwendete Pflanzenlinien 
Tabelle 2: Verwendete Pflanzenlinien 




































Mt-gk AABBM/m Kanamycin 2x 35S GFP 
SKO AabbSs/aaBbSs Kanamycin, 
Phosphinothricin 
AtAPY1  






AABB / / / 
Der Genotyp bezieht sich auf die AtAPY1 (A) und AtAPY2 (B), T-DNA Insertionen Atapy1 (a), Atapy2 (b), GFP 
(G/g hemizygot), Got1p-Homolog (Got,got, hemizygot), MEMB12 (R,r hemizygot), Mt-gk (M/m hemizygot), 
SNAP (P/p hemizygot), SPIK (S/s hemiozygot), SYP32 (SYP, syp, hemizygot), RabE1d (Y,y hemizygot) 
 
2.13. Schlüsselnummern (Accession codes) 
Actin2 (At3G18780), AtAPY1 (At3g04080), AtAPY2 (At5g18280), ERf (AT2G26330), FAMA 
(AT3G24140) GDA1 (CAB57338) GhAPY1 (GU385147), GhAPY2 (GU385148), Got1p-
Homolog (At3g03180) GS50 (AF207687), GS52 (AF207688), MEMB12 (AT5G50440), 
MUTE (AT3G06120), RabE1d (At5g03520), SPIK (At2g25600), SPCH (AT5G53210), SYP32 
(At3g24350), TMM (AT1G80080), WAK1 (AT1G21250), YND1 (CAB57847)  
 
Die Schreibweise von Genen und Proteinen aus A. thaliana wurde nach Meinke und 
Koornneef (1997) durchgeführt. 
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2.14. Spezielle Software 
Argus X1       biostep GmbH, D 
i-control       Tecan, D 
Image Quant TL      GE Healthcare, UK 
Leica Software (LAS 1.8.2)     Leica, D 
Typhoon Scanner Control v5.0 Software   GE Healthcare, UK 
Zen 2010 und 2009      Zeiss, D 
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3. Methoden 
3.1. Allgemeine Methoden 
3.1.1. Pflanzenkultivierung 
3.1.1.1.   Arabidopsis thaliana 
Die Samen von A. thaliana (Ökotyp Wassilewskija) wurden mit 100 µl 
Samensterilisationslösung bei 1400 rpm und Raumtemperatur (RT) für 20 min und im 
Thermomixer geschüttelt. Anschließend wurden die Samen dreimal mit dest. H2O 
gewaschen und bei 4 °C für mindestens 24 h in dest. H2O stratifiziert.  
Die Kultivierung der Keimlinge erfolgte unter sterilen Bedingungen auf MS-Agarplatten oder 
in MS-Flüssigkultur (bei 80 rpm) mit den entsprechenden Antibiotika. Nach zwei Wochen 
Wachstumszeit wurden die sterilen Keimlinge von den Agarplatten auf gedämpfte Erde 
umgesetzt und bei 18 °C und im 16 h Licht/ 8 h Dunkelheit-Zyklus kultiviert. 
 
Samensterilisationslösung 
 Dan Klorix 1:3 
 0,05 % Tween 20 
 
3.1.1.2.   Nicotiana benthamiana 
Die Samen wurden ohne Vorbehandlung auf gedämpfter Erde ausgebracht und bei 18 °C 
und im 16 h Licht/ 8 h Dunkelheit-Zyklus kultiviert. 
 
3.1.2. Kreuzen von A. thaliana 
Von adulten Arabidopsis Pflanzen wurden die Blüten vom Doldenstand abgenommen, die 
Kronblätter und Staubgefäße entfernt und so der Stempel freigelegt. Zur Befruchtung wurden 
anschließend Blüten mit reifen Pollensäcken des Kreuzungspartners genommen und auf den 
Stempel gedrückt.  
 
3.1.3. Transformation 
3.1.3.1.   Bakterien 
Der entsprechende Bakterien-Stamm (XL10-Gold, TOP10, Bl21 (DE3)) wurde mittels 
Hitzeschock transformiert. 50 µl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 100 ng 
Plasmid gemischt. Anschließend erfolgte eine 30minütige Inkubation auf Eis und für 30 s ein 
Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen wurden 5 min auf Eis gekühlt und mit 300 µl SOC-Medium 
gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation bei 37 °C für 1 h. Abschließend wurden die Klone 
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auf LB-Medium mit Antibiotikum selektiert und die Transformanten mittels Kolonie-PCR 
(3.2.6) untersucht und/oder in LB-Flüssigmedium zur Plasmidpräparation (3.2.1) vermehrt. 
 
SOC-Medium 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
2 % (w/v) Trypton  
10 mM NaCl  
2,5 mM KCl 
20 mM Glucose 
10 mM Magnesiumchlorid    nach dem Autoklavieren zugefügt 
10 mM Magnesiumsulfat  
 
Die zuvor aus E. coli isolierten Plasmide wurde in elektrokompetente Agrobacterium 
tumefaciens (GV3101) transformiert. Dafür wurden 40 µl Bakteriensuspension einer 
Übernachtkultur mit 100 ng Plasmid-DNA für 1 min auf Eis gemischt und anschließend bei 
2500 v, 25 µF transformiert. Die Bakteriensuspension wurde mit 1 ml SOC-Medium gemischt 
und 1 h bei 30 °C inkubiert. Abschließend wurden die Transformanten auf LB-Medium mit 
Antibiotikazusatz selektiert. 
 
3.1.3.2.   Arabidopsis thaliana 
Die Transformation von A. thaliana erfolgt mit Hilfe von Agrobakterien, die Abschnitte ihres 
Genoms (T-DNA Bereich) in das Pflanzengenom integrieren. Durch die Klonierung von 
Genabschnitten in den T-DNA-Bereich und anschließender Inokulation der Bakterien-
suspension kann die Pflanze mit dem gewünschten Gen transformiert werden. 
A. thaliana wurde mit der „floral dip methode― nach Clough und Bent 1998 transformiert 
(Clough und Bent, 1998). Dafür wurden die Agrobakterien mit dem entsprechenden zu 
transformierenden Konstrukt in YEP-Medium bis zu einer OD600 von 2,0 unter Schütteln 
angezogen, bei 4000 g für 5 min pelletiert und auf eine OD600 von 1 mit Infiltrationsmedium 
verdünnt. Anschließend wurden die Blüten von A. thaliana für 1 min in der 
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Infiltrationsmedium  
 2,2 g/l Murashige & Skoog Medium inkl. Gamborg B5 Vitamine 
 50 g/l Saccharose 
 0,5 g/l MES pH 5,7 mit KOH 
 + 200 µl Silwet L-77 (Zugabe kurz vor der Transformation) 
 
3.2. Molekularbiolgische Methoden 
3.2.1. Plasmidpräparation 
Für Sequenzierungen und Transformationen (3.1.3) wurden die Plasmide mittels ZR Plasmid 
Miniprep™-Classic nach Herstellerprotokoll isoliert. Für alle anderen Anwendungen erfolgte 
die Plasmidpräparation ohne Kit. Für die alkalische Lyse wurden 1,5 ml Bakterienkultur bei 
13 000 rpm für 1 min zentrifugiert, das Pellet in 100 µl Lösung1 resuspendiert und mit 200 µl 
Lösung 2 durch invertieren gemischt. Anschließend wurden 300 µl Lösung3 dazugegeben 
und der Ansatz 1 min auf Eis inkubiert. Nach 8minütiger Zentrifugation bei 13 000 rpm wurde 
der Überstand überführt und mit 450 µl Isopropanol gemischt. Danach wurde erneut bei 
13 000 rpm für 10 min zentrifugiert und das Pellet mit 70 %igem EtOH gewaschen (5 min, 
13 000 rpm). Abschließend wurde das Pellet getrocknet und in 30 µl milliQ Wasser 
resuspendiert.  
 
 Lösung 1   Lösung 2   Lösung 3 
 50 mM Glucose  1 % (w/v) SDS  3 M Kaliumacetat 
 10 mM EDTA   0,2 M NaOH   11,5 % (v/v) Essigsäure 
 25 mM Tris, pH 8,0 
 
3.2.2. RNA-Extraktion 
Die RNA-Extraktion aus Blättern erfolgte mittels RNA-Isolationskit peqGOLD plant RNA Kit 
(peqlab). Um genomische Kontaminationen auszuschließen, wurden die Proben (1-5 µg 
RNA) mit 1 µl DNaseI im 10 µl Ansatz für 15 min bei 37 °C verdaut. Die DNaseI wurde 
anschließend mit 1 µl EDTA (25 mM) bei 80 °C für 5 min inaktiviert.   
 
3.2.3. Reverse Transkription 
Die isolierte RNA wurde mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Dafür 
wurden 2 µg DNase-behandelte RNA mit 1 µl oligo(dT15) (100 µM) in 10 µl gemischt und bei 
65 °C für 5 min inkubiert. Anschließend wurde die Probe für 2 min bei 4 °C gekühlt, mit 4 µl 
dNTPs (jeweils 2,5 mM) und 2 µl M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/µl) in 20 µl gemischt. 
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Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C für 1 h inkubiert und abschließend die Reverse 
Transkriptase bei 70 °C für 10 min hitzeinaktiviert. 
 
3.2.4. Nachweis der Integrität von RNA und cDNA 
Die Integrität der isolierten Gesamt-RNA wurde über Agarose-Gel-Elektrophorese sichtbar 
gemacht. 1,2 % Agarose wurde in 1x RNA-Gelpuffer (10x) und dest. H2O erhitzt und mit 
6,6 % Formaldehyd (37 %) zum Endvolumen aufgefüllt. Die RNA-Proben (0,5 µg) wurden mit 
1x RNA-Auftragspuffer, 100 ng/ml EtBr, 5,5 % Formaldehyd, 45 % Formamid und dest. H2O 
auf 10 µl aufgefüllt. Die Proben wurden bei 65 °C für 5 min erhitzt, abgekühlt und in dem 
Agarose-Gel aufgetrennt. 
Die Prüfung der Reinheit der cDNA erfolgte mittels einer spezifischen Primerkombination 
(Act2realfor und Act2realrev) für das Haushaltsgen Actin2.  
 
RNA-Gelpuffer    RNA-Auftragspuffer 
 200 mM MOPS    50 % (v/v) Glycerin 
   50 mM Natriumacetat   0,2 % (w/v) Bromphenolblau 
   10 mM EDTA    0,1 M EDTA 
   pH 8,0     pH 8,0 
 
3.2.5. DNA-Extraktion aus Pflanzen 
Für die DNA-Extraktion wurden zirka 2 mm2 Blatt in ein mit 400 µl DNA-Extraktionspuffer 
sowie einer Stahlkugel gefülltes Reagiergefäß gegeben. Das Reagiergefäß wurde in eine 
Schwingmühle gestellt und das Blatt mit 30 Schwingungen/s für 60 s geschüttelt. 
Anschließend wurde der Einsatz um 180° gedreht und die Probe für weitere 60 s 
homogenisiert. Danach wurde die Probe bei 6000 g für 5 min und 4 °C zentrifugiert, der 
Überstand neues Reagiergefäß pipettiert und bei 15 000 rpm für 5 min und 4 °C zentrifugiert. 
Im Anschluss wurden 300 µl des Überstandes abgenommen und mit 300 µl Isopropanol 
vermischt. Danach erfolgte erneut eine Zentrifugation bei 15 000 rpm für 5 min und 4 °C. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 100 µl 70 % Ethanol beim 15000 rpm für 
2 min und 4 °C gewaschen. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet bei RT getrocknet 
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DNA-Extraktionspuffer 
 200 mM Tris-HCl pH 7,5 
 250 mM NaCl 
  25 mM EDTA 
 0,5 % (w/v) SDS 
 
3.2.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte in der Regel bei 35 Zyklen in 30 µl Ansätzen 
in folgenden Konzentrationen und Volumina: 
 
 Komponente    Endkonzentration  Volumen [µl] 
10x PCR-Puffer mit MgCl2  1x    3 
dNTPs (100 mM je Nukleotid) 2,5 mM/Nukleotid  0,75 
Vorwärts-Primer (10 µM)  0,67 µM   2 
Rückwärts-Primer (10 µM)  0,67 µM   2 
Taq DNA-Polymerase (5U/µl) 1,5 U    0,3 
ddH2O     -    19,95 
Matrizen-DNA    -    2 
 
Die Kolonie-PCR bestand aus den gleichen Komponenten. Als DNA-Polymerase wurde 
MyTaq™ DNA Polymerase genutzt. Für die Amplifikation von DNA für die in vitro Translation 
wurde Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase verwendet. 
 
3.2.7. Agarose-Gelelektrophorese von DNA 
Vor der Auftrennung wurden die Proben mit 1x Beladungspuffer gemischt. Danach erfolgte 
die Separation der PCR-Produkte nach ihrer Größe in 0,8 % - 2 % (w/v) horizontalen 
Agarosegelen in 1x TAE bei 80-120 V. Vor der Polymerisation der Gele wurden diese mit 1x 
Redsafe gemischt, um eine Dokumentation der Proben in der Gel-Dokumentationsstation 
mittels UV-Licht zu ermöglichen. Zur genauen Bestimmung der Produktgröße wurde ein 
geeigneter Größenstandard (1kb DNA Leiter oder 50 bp DNA Leiter) mitgeführt.  
 
TAE 10x 
 400 mM Tris-Base 
400 mM Essigsäure  
   10 mM EDTA·Na2 Salz 
   pH 8  
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3.2.8. Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Reinigung von DNA-Fragmenten nach der Auftrennung mittels Agarose-
Gelelektrophorese (3.2.7) erfolgte mit dem Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit nach 
Herstellerangaben in 10 bis 30 µl ddH2O. 
 
3.2.9. DNA-Fällung 
Die DNA-Probe wurde mit 1/10 Volumenteil 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 
2,5 Volumenanteilen 96 %igem Ethanol versetzt und für 15 min bei -20 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die Probe 15 min bei 14 000 g zentrifugiert, das Pellet mit 70 %igem 
Ethanol gewaschen und erneut bei 14 000 g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde 
abschließend bei Raumtemperatur getrocknet. 
 
3.2.10. Klonierung der AtAPY1-His und SNAP-His in E. coli 
Als Matrize für die Klonierung der AtAPY1 in E. coli diente genomische DNA eines DKO-
SNAP (3.2.5). Da der DKO-SNAP keine intakte, endogene AtAPY1-Matrize enthält, wurde 
mit den gewählten Primern ausschließlich der ORF der Atapy1 amplifiziert. Nach der 
Isolation der genomischen DNA wurde die Atapy1 mit den Primern Apy1_p28b_for/ 
Apy1_p28b_rev amplifiziert. Durch einen Überhang wurde N-terminal eine EcoRI- und C-
terminal eine NotI-Schnittstelle eingefügt. Die Amplifikation erfolgte mit dem Expand High 
FidelityPLUS PCR System, welches im Gegensatz zu anderen Proofreading Polymerasen 
eine T/A-Klonierung ermöglicht. Das PCR-Produkt wurde mit DNA-Gelelektrophorese (3.2.7) 
aufgetrennt, aus dem Gel gereinigt und mittels TOPO TA Cloning® nach Protokoll in den 
pCR®2.1-TOPO® ligiert. Anschließend wurde das pCR®2.1-TOPO® mit der ligierten Atapy1 
mittels Hitzeschock in chemisch kompetente Top 10 transformiert. Die Selektion der 
Transformanten erfolgte auf Kanamycin-haltigem LB-Medium. Positive Klone wurden in 5 ml 
LB+Kanamycin über Nacht bei 37 °C angezogen. Danach erfolgte eine Plasmidpräparation 
(3.2.1) und ein Verdau mit EcoRI und NotI. Der Expressionvektor pET 28b wurde ebenfalls 
mit den genannten Restriktionsenzymen verdaut. Abschließend wurden das geschnittene 
und gereinigte Insert sowie der pET 28b nach Standardprotokollen ligiert. Das ligierte 
Plasmid wurde in Top 10 transformiert und auf LB+Kanamycin selektiert. Abschließend 
wurde ein positiver Klon isoliert und vermehrt, um ausreichende Mengen von dem pET 28b 
mit Atapy1 zu gewinnen. Nach einer erneuten Plasmidpräparation (3.2.1) wurde der pET 28b 
mit Atapy1 in chemisch kompetente Bl21 (DE3) transformiert und positive Klone auf 
kanamycinhaltigem Medium selektiert. Abschließend wurde eine Plasmidpräpation (3.2.1) 
durchgeführt und der positive Klon auf Atapy1 sequenziert.  
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3.3.1. Komplementation von Apyrase Doppelknockout Mutanten mit AtAPY1-SNAP oder 
AtAPY1-GFP 
Als Ausgangsmaterial für die Komplementation mit dem AtAPY1-SNAP Konstrukt wurden 
hemizygote Arabidopsis Einzelknockout-Pflanzen (+/Atapy1; Atapy2/Atapy2, SPIK::AtAPY2) 
verwendet. Diese wurden in Vorarbeiten mit folgenden zwei Konstrukten transformiert: Zum 
einen mit dem ORF für die Atapy2 unter einem pollenspezifischen Promotor (SPIK::AtAPY2, 
(Mouline et al., 2002)), und zum anderen mit dem ORF der Atapy1 fusioniert an den SNAP-
Tag unter dem nativen AtAPY1-Promotorbereich. Die Nachkommen dieser Pflanzen wurden 
auf MS-Platten mit Hygromycin B (50 µg/ml), Kanamycin (30 µg/ml) und Phosphinothricin 
(10 µg/ml) selektiert. Von den resistenten Pflanzen wurde die RNA und DNA isoliert (3.2.2, 
3.2.5) und für den Nachweis der Komplementation genutzt.  
Für die Komplementation mit der AtAPY1-GFP wurden hemizygote Apyrase Einzelknockout-
Pflanzen (Atapy1/Atapy1; +/Atapy2, SPIK::AtAPY2) mit hemizygoten Apyrase 
Einzelknockout-Pflanzen, die ein AtAPY1-GFP Konstrukt unter der Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors enthielten gekreuzt (3.1.2, Atapy1/Atapy1; +/Atapy2, 35S::AtAPY1-GFP, Sun, 
2003). Die Nachkommen dieser Pflanzen wurden Kanamycin (30 µg/ml) und 
Phosphinothricin (10 µg/ml) selektiert. Von den resistenten Pflanzen wurde DNA isoliert 
(3.2.5).  
Für den Nachweis eines homozygoten Doppelknockouts der Atapy1 und Atapy2 (apy1/apy1; 
apy2/apy2) wurden Primer genutzt, die jeweils in der T-DNA (Jl-202) und im ORF der 
Atapy1(ApyF) bzw. Atapy2 (ApyR) lagen (Steinebrunner et al., 2003; Wolf et al., 2007). Das 
Produkt für den Nachweis der T-DNA Insertion in Atapy1 lag bei 0,7 kb und für Atapy2 bei 
0,5 kb (Wolf et al., 2007). Das intakte AtAPY1-Gen wurde mit der Primerkombination A1F-
298 und A1I1R (1,0 kb) intronüberspannend nachgewiesen. Das AtAPY2 Wildtypgen wurde 
mit Apy216 F und ApyR (0,86 kb) nachgewiesen. Als Kontrolle für den Nachweis der T-DNA 
Insertionen dienten jeweils Einzelknockouts von Atapy1 oder Atapy2. Zum Nachweis der 
intakten AtAPY1 und AtAPY2 Gene wurde DNA vom A. thaliana Wildtyp verwendet. Die 
Atapy1-SNAP wurde mit A1E9F/Snap2att3rR (0,6 kb) und die Atapy1-GFP mit 
A1E9F/GFP_rev (0,8 kb) nachgewiesen. Die Atapy2 unter der Kontrolle des SPIK-Promotors 
wurde mittels PSPIK_int/Apy2j_rev (0,4 kb) amplifiziert. 
Für den Nachweis eines AtAPY1-SNAP Transkriptes wurde die RNA isoliert (3.2.2), in cDNA 
umgeschrieben (3.2.3) und die Matrize amplifiziert. Die Integrität wurde wie beschrieben 
(3.2.4) mit Act2realfor und Act2realrev (148 bp) überprüft, um genomische Kontaminationen 
auszuschließen. Für die Amplifikation der AtAPY1-SNAP wurde ein Primer (A1E9F) in 
Exon 9 der Atapy1 und der reverse Primer (SNAPrev) in die SNAP-Sequenz gelegt.  
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3.3.2. Immunfluoreszenz  
3.3.2.1.   Probenpräparation 
Zehn Tage alte DKO-SNAP Keimlinge wurden in 4 % (v/v) Paraformaldehyd für 1 h bei RT 
fixiert. Anschließend wurden die Zellwand mit 1 % (w/v) Zellulase und 1 % (w/v) Mazerozym 
für 15 min bei 37 °C verdaut. Die Keimlinge wurde zweimal mit PBS gewaschen und die 
Zellmembran 1 h bei RT mit 1 % (v/v) Triton X-100 permeabilisiert. Endogene Peroxidasen 
wurden durch Inkubation der Proben in MeOH:Wasserstoffperoxid (200:1, v/v) für 30 min bei 
RT im Dunkeln inaktiviert. Danach wurden die Keimlinge zweimal in dest. H2O geschwenkt, 
1 min in 96 % EtOH inkubiert und zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die 
Proben für 30 min in 1 % (w/v) Magermilch in PBS blockiert und mit dem polyklonalen 
Kaninchen α-SNAP Antikörper 1:50 in 1 % (w/v) Magermilch in PBS inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen in PBS für jeweils 10 min wurden die Proben mindestens 1 h bei RT 
mit dem sekundären Antikörper (Ziege α-Kaninchen-IgG konjugiert mit Meerrettich-
peroxidase (HRP) 1:800 in 1 % (w/v) Magermilch in PBS inkubiert. Nach dem Entfernen des 
sekundären Antikörpers (dreimal 10 min in PBS) wurden die Keimlinge mit 2 µl (1 mg/ml) 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) –Tyramiden in 50 ml Amplifikationspuffer über Nacht bei 
4 °C im Dunkeln inkubiert.  
Die FITC-Tyramide wurden von Dr. Kerstin Röske nach Pernthaler et al. (2004) zur 
Verfügung gestellt. Abschließend wurde überschüssiges Substrat durch dreimaliges 
Waschen in PBS entfernt. 
 
Amplifikationspuffer 
 20 x PBS    2 ml 
 Blockierungsreagenz (10 %)  0,4 ml 
 5 M NaCl    16 ml 
 dest. H2O    auf 40 ml auffüllen 
 Dextransulfat    4 g (bei 40 -60 °C lösen) 
 Lagerung bei -20 °C 
 
Blockierungsreagenz     Maleinsäurepuffer 
10 % Blockierungsreagenz in Maleinsäurepuffer 0,1 M Maleinsäure 
        0,15 M NaCl 
        pH 7,5 mit NaOH 
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3.3.2.2.   Konfokale Mikroskopie 
Die fixierten und mit FITC-Tyramiden behandelten DKO-SNAP Keimlinge wurden mit dem 
Leica TCS SP5 MP (Leica mit Multiphotonenlaser) untersucht. Um das Ausbleichen der 
Proben zu verhindern, wurden sie vor dem Mikroskopieren in „Antifade― eingebettet (Ried, 
2005). Spezifische FITC-Signale wurden mit dem Argonlaser bei 488 nm angeregt und 
zwischen 490 - 530 nm (green Band-pass emission filter (527/30) emittiert. Als Objektiv 
diente ein Wasserimmersionsobjektiv von Leica (HCX PL APO 63x/1.2 Water Lbd.Bl.). Die 
mitgeführten Wildtyp-Proben wurden mit den gleichen Einstellungen aufgenommen wie die 
DKO-SNAP Keimlinge. Sowohl vom Wildtyp als auch von der Probe wurde das gesamte 
Spektrum aufgenommen und durch die Funktion des „lineare unmixing― mit Hilfe der Leica 
Software (LAS 1.8.2) wurde die Autofluoreszenz von spezifischen FITC-Signalen getrennt. 
 
Antifade 
 0,233 g 1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan 
  0,2 % 1 M Tris-HCl pH 8,0 
  0,8 % dest. H2O 
Auf 10 ml mit Glycerin aufgefüllt 
 
3.3.3. In vivo Mikroskopie von AtAPY1-GFP exprimierenden Keimlingen 
Für in vivo Aufnahmen wurden die AtAPY1-GFP-Keimlinge verwendet. Die Pflanzen wurden 
unter dem Zeiss Axio Imager LSM 710 oder 780 untersucht, wobei die Aufnahmen unter 
einem Wasserimmersionsobjektiv von Zeiss (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27 oder C-
Apochromat 40x/1.20 W Korr M27) erfolgten. Die GFP-Anregung fand bei 488 nm und die 
Emission zwischen 493 - 528 nm (488/594 Multi-beam-splitter) statt. Die Autofluoreszenz 
des Chlorophylls wurde mit einem Helium-Neon Laser bei 594 nm angeregt und bei 601 - 
708 nm emittiert (488/594 Multi-beam-splitter). Die Aufnahmen mehrerer Fluoreszenzen in 
einer Probe erfolgten nacheinander (multi-track), um Überschneidungen in Anregung und 
Emission zu vermeiden. 
 
3.3.3.1.   FM4-64 und Brefeldin A - Behandlung 
Sieben bis zehn Tage alte AtAPY1-GFP-Keimlinge wurden mit 50 µg/ml Brefeldin A (BFA) 
oder 15 µM FM4-64 vakuuminfiltriert und über einen Zeitraum von 90 min mit dem Zeiss Axio 
Imager LSM 780 mikroskopiert. FM4-64 wurde mit der 561 nm Laserlinie angeregt und 
zwischen 650 - 700 nm emittiert. 
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3.3.3.2.   Co-Lokalisation mit RabE1d, MEMB12, Got1p-Homolog, SYP32 
RabE1d (At5g03520) wurde als Markerprotein für die Sekretion (post-Golgi) und frühe 
Endosomen und MEMB12 (AT5G50440), Got1p-Homolog (At3g03180) und SYP32 
(At3g24350) als Golgimarker gewählt. Das Rab E1D, MEMB12, Got1p-Homolog und SYP32 
wurde unter den pUBQ10 Promotor in pNIGEL 07 über CRE-lox Rekombination kloniert und 
C-terminal mit YFP oder RFP fusioniert (Geldner et al. 2009). Zum einen wurden transgene 
RabE1d-YFP/ MEMB12-RFP/ Got1p-Homolog-YFP und SYP32-YFP Samen (The European 
Arabidopsis Stock Centre, NASC) verwendet und zum anderen das Vektor pNIGEL 07 
(basierend auf pGREEN II) mit dem RabE1d-YFP als Insert in E. coli (Geldner et al., 2009). 
Das Plasmid wurde aus E. coli isoliert (siehe 3.2.1), in Agrobakterium GV 3101 transformiert 
und abschließend AtAPY1-GFP Pflanzen mittels „floral dip―-Methode transformiert. Die 
Nachkommen wurden auf MS-Agarplatten mit Phosphinothricin (10 µg/ml) und Kanamycin 
(30 µg/ml) selektiert. Von resistenten Nachkommen wurden die DNA isoliert (siehe 3.2.5) 
und das Insert mittels PCR nachgewiesen (siehe 3.2.6). Für die Amplifikation des Inserts 
wurden die Primer wave_for (YFP-spezifisch) und uni51_rev (vektorspezifisch) bei einer 
Annealingtemperatur von 56 °C verwendet. Transgene Got1p-Homolog-YFP, SYP32-YFP 
und MEMB12-RFP Pflanzen wurden mit AtAPY1-GFP Pflanzen gekreuzt und auf MS-
Agarplatten mit Phosphinothricin (10 µg/ml) und Kanamycin (30 µg/ml) für die YFP-Marker 
bzw. Hygromycin (50 µg/ml) und Kanamycin (30 µg/ml) für RFP-Fusionsprotein selektiert. 
Die YFP- und RFP-Signale wurde mit Zeiss Axio Imager LSM 780 wie unter 3.3.3 
beschrieben mikroskopiert. Die Anregung erfolgte mit dem Argonlaser bei 514 nm bzw. 
561 nm und die Emission zwischen 532 - 575 nm (488/514 multi-beam-splitter) bzw. 582 - 
662 nm (488/561 multi-beam-splitter). 
 
3.3.4. Protoplastenisolation  
AtAPY1-GFP Keimlinge aus der Schüttelkultur wurden über Nacht bei 18 °C und 50 rpm wie 
folgt verdaut. 
 Protoplastenpuffer 
 0,4 M Sorbitol 
 20 mM HEPES-KOH pH 7,6 
 2,5 mM EDTA 
 5 mM MgCl2 
 10 mM NaHCO3 
 0,1 % (w/v) bovines Kälberserum (BSA) 
 1,6 % Zellulase und 1,6 % Macerozyme R-10 jeweils frisch  
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3.3.5. pH-Wechsel im Apoplasten von AtAPY1-GFP-Keimlingen 
Die AtAPY1-GFP Keimlinge wurden fünf Tage in MS-Flüssigmedium (pH 5,7) angezogen 
und danach wurde der pH auf 8,1 eingestellt (mit KOH) (Zheng et al., 2004). Die Keimlinge 
wurden weitere drei Tage bei pH 8,1 inkubiert und anschließend mikroskopiert. 
 
3.4. Protein-biochemische Methoden 
3.4.1. Proteinisolation 
Für die Isolierung des Gesamtproteinextraktes wurden zirka 2 mg Samen sterilisiert und in 
60 ml MS-Flüssigkultur angezogen. Nach 10 - 14 d wurden die Keimlinge geerntet und in 
flüssigem Stickstoff homogenisiert. Der gemörserte Pflanzenextrakt wurde in 3 - 5 ml 
eiskaltem Proteinextrationspuffer aufgenommen und durch eine Lage Miracloth in ein 15 ml 
Reagiergefäß filtriert. Zum Abtrennen der Zelltrümmer wurde die Suspension bei 1000 g für 
10 min bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand in ein neues Reagiergefäß überführt und bei 
14000 g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert (P14). Für die Anreicherung der mikrosomalen 
Fraktion wurde der Überstand (S14) bei 100 000 g für 1 h und 4 °C in der Ultrazentrifuge 
zentrifugiert. Das Pellet (P100) und der Überstand (S100) wurden zur Proteinbestimmung 
genutzt oder bei -20 °C bzw. -80 °C eingefroren. 
 
Proteinextraktionspuffer 
50 mM HEPES KOH pH 7 
10 mM Kaliumacetat 
5 mM EDTA 
0.4 M Saccharose 
1 mM AEBSF und 1x Proteaseinhibitor wurden direkt vor dem Gebrauch 
hinzugegeben 
 
3.4.2. Solubilisierung von Membranproteinen 
Die Solubilisierung von peripheren und integralen Membranproteinen wurde mit 2 M NaCl, 
0,2 M Na2CO3, 0,2 % (w/v) SDS, 4 M Harnstoff durchgeführt. Als Kontrolle diente eine 
unbehandelte Probe im Proteinextraktionspuffer. Gleiche Volumina der S14 Fraktion (3.4.1) 
wurden mit den entsprechenden Salzen und Detergenzien versetzt und 30 min auf Eis 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 100 000 g für 1 h und 4 °C zentrifugiert. Das 
Pellet (P100) wurde in 50 µl Proteinextraktionspuffer resuspendiert, der Überstand (S100) 
anschließend zirka 20 min bei 12000 g und 4 °C in Zentrifugalkonzentratoren (10 kDa oder 
30 kDa MWCO) zentrifugiert.  
M e t h o d e n                                                            S e i t e  | 42 
In einem zweiten Versuchsansatz (Zeng und Keegstra, 2008) wurde nicht die S14, sondern 
die P100 mit den entsprechenden Salzen und Detergenzien behandelt, um lösliche und 
unspezifische Proteine zu minimieren und nur die Membranfraktion zu behandeln. Nach der 
Inkubation für 30 min auf Eis erfolgte die weitere Behandlung wie beschrieben mittels 
Ultrazentrifugation und Zentrifugalkonzentratoren.  
Die Proteinkonzentration im Pellet (P100) und im Überstand (S100) wurde mittels BCA-




Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific in 
Mikrotiterplatten für 30 min bei 37 °C, die Absorptionsmessung erfolgte im Mikrotiterplatten-
Lesegerät bei 562 nm. 
 
3.4.4. SDS-PAGE  
Die Auftrennung der Proteine fand in einem 10 %igen, diskontinuierlichen SDS-Gel mit 
folgender Zusammensetzung statt: 
 
Trenngel 10 %  Sammelgel 
Monomer (Gel 30)   2,5 ml    0,33 ml 
Trenngelpuffer    1,88 ml   - 
(1,5 M Tris-HCl pH 8,8) 
Sammelgelpuffer   -    0,625 ml 
(0,5 M Tris-HCl pH 6,8)  
10 % SDS (w/v)   80 µl    25 µl 
dest. H2O    3 ml    1,53 ml  
10 % (w/v) APS   225 µl    75 µl 
TEMED    7,5 µl    3,75 µl 
 
Gleiche Proteinmengen (zirka 40 µg) wurden mit SDS-Gelladepuffer gemischt, 5 min bei 
99 °C erhitzt, abgekühlt und auf das SDS-Gel aufgetragen. Im Sammelgel wurden die 
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SDS-Gelladepuffer     Tankpuffer 4x 
125 mM Tris-Base (pH 6,2)    0,1 M Tris  
12 % (w/v) SDS     0,75 M Glycin 
 10 % (v/v) Glycerin     4 % (w/v) SDS 
 22 % (v/v) ß-Mercaptoethanol 
 0,001 % (w/v) Bromphenolblau 
   
3.4.5. Western Blot 
Der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte nach 
Standardprotokollen mittels Semidry- oder Tankblot. Der Semidry-Blot erfolgte horizontal für 
30 min bei RT in Transferpuffer und einer Spannung von 2,5 mA/cm2 Gel. Der vertikale 
Tankblot erfolgte für 60 min bei 4 °C und einer Spannung von 150 - 200 mA. 
 
Transferpuffer 
 25 mM Tris pH 8,3 
 0,037 % (w/v) SDS 
 192 mM Glycin 
 20 % (v/v) Methanol (frisch vor jedem Blot)    
 
3.4.6. Coomassie-Färbung 
Das SDS-Gel wurde nach der Auftrennung oder nach dem Proteintransfer auf eine Membran 
mittels Coomassie-Färbung nachgewiesen. Das SDS-Gel wurde 30 min unter Schwenken in 
Coomassie-Gebrauchslösung inkubiert und anschließen dreimal 10 min in Entfärbelösung I 
gewaschen. Abschließend wurde das Gel bis zur vollständigen Entfärbung in 
Entfärbelösung II geschwenkt, 12 h in dest. H2O gewaschen und unter Vakuum getrocknet. 
 
Coomassie-Stammlösung 
 0,5 g Coomassie Brillantblau G250 in 100 ml MeOH 
 0,5 g Coomassie Brillantblau G250 in 100 ml dest. H2O 
 Lösungen 1:1 mischen 
 
Coomassie-Gebrauchslösung 
 6,25 ml Coomassie-Stammlösung 
    25 ml MeOH 
      5 ml Essigsäue 
 Mit dest. H2O auf 50 ml auffüllen 
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Entfärbelösung I   Entfärbelösung II 
 50 % (v/v) MeOH   5 % (v/v) MeOH 
 10 % (v/v) Eisessig   7 %(v/v) Essigsäure 
 
3.4.7. Kolloidale Coomassie-Färbung 
Die sensitivere kolloidale Coomassie-Färbung (modifiziert nach Neuhoff et al., 1988) wurde 
vor allem bei Untersuchungen zur Expressionskinetiken und in vitro Translationen 
durchgeführt. Das SDS-Gel wurde für 30 min fixiert und anschließend über Nacht in 
Coomassie Blue G-250 Färbelösung inkubiert. Die Entfärbung fand in dest. H2O für 
mindestens 24 h statt. Vor dem Trocknen unter Vakuum wurde das Gel für 30 min in 5 % 
Glycerin, 20 % EtOH inkubiert. 
 
Fixierlösung 
 40 % (v/v) EtOH 
 10 % (v/v) Essigsäure 
 in dest. H2O 
 
Coomassie Blue G-250-Stammlösung 
 0,1 % (w/v) Coomassie Blue G-250 
 10 % (w/v) Ammoniumsulfat 
 1 % (v/v) Phosphorsäure (85 %ig) 
 mit dest. H2O auf 500 ml auffüllen 
 
Coomassie Blue G-250 Färbelösung 
 80 % (v/v) Coomassie Blue G-250-Stammlösung 
 20 % (v/v) MeOH 
 
3.4.8. Ponceau-S-Färbung 
Zur Überprüfung des Proteintransfers wurde die Nitrocellulosemembran für 2 min in 
Ponceau-S-Lösung (0,5 % (w/v) in 1 % (v/v) Essigsäure) geschwenkt und anschließend in 
Leitungswasser entfärbt.  
 
3.4.9. Immundetektion 
Die unter 3.4.5 geblottete Nitrozellulosemembran wurde 1 h in 1 % (w/v) Magermilch in TBS 
unter Schwenken geblockt. Anschließend wurde der entsprechende Primärantikörper 1 h in 
1 % Magermilch (TBS) auf der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal für je 
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10 min in TBS-T (TBS+0,1 % (v/v) Tween) gewaschen und für 1 h mit dem 
Sekundärantikörper in 1 % Magermilch (TBS) inkubiert. Abschließend wurde die Membran 
erneut dreimal für je 10 min in TBS-T gewaschen und mit ECL™ Western Plus Blot 
Detection Reagent nach Herstellerangaben behandelt. Die Detektion der 
Lumineszenzsignale erfolgte mittels ECL™ Hyperfilm unter Rotlicht. 
 
3.4.10. Proteinreinigung mittels Ni-NTA-Säulenchromatographie  
Sowohl das SNAP-Protein aus den E. coli XL 10 Gold in pBAD/His-Snap 26b (zur Verfügung 
gestellt von A. Brecht, Covalys Biosciences AG) als auch die AtAPY1 aus Bl21 (DE3) im pET 
28(b) wurden mittels Ni-NTA-Säulenchromatographie gereinigt. Beide Konstrukte besitzen 
einen N-terminalen His-Tag. Die Induktion des SNAP-Proteins erfolgte mit 0,2 % Arabinose 
und die Induktion von AtAPY1 in pET 28(b) durch 0,1 - 0,4 mM IPTG nach Protokoll (bei 20 - 
37 °C).  
Der Gesamtzellaufschluss der XL 10 Gold erfolgt in Lysispuffer bei 4 °C. 1 ml Zellkultur 
(OD600 = 0,5) wurden in 40 µl Lysispuffer resuspendiert und 20 min inkubiert. Anschließend 
wurde 1 % Triton X-100 dazugegeben und weitere 20 min inkubiert. Abschließend wurde für 
20 min bei 10000 g zentrifugiert und der Überstand mit SDS-Gelladepuffer inkubiert oder die 
Probe für die Reinigung bei -20 °C gelagert. 
 
 Lysispuffer 
 100 mM Imidazol 
 250 mM NaCl 
     5 mM ß-Mercaptoethanol 
 Lysozym (5 mg/ml), DNaseI (10µg/ml), 1 mM PMSF 
 
Der Aufschluss der BL21 (DE3) erfolgte nach dem pET System Manuel von Novagen (11. 
Edition) (Abschnitt VI. Target Protein Verification, S. 42-51). Dabei wurden der 
Gesamtproteinextrakt (Abschnitt VI, B), der Überstand (Abschnitt VI, C), die periplasmatische 
Fraktion (Abschnitt VI, D), die lösliche (Abschnitt VI, E Mechanical disruption) und die 
unlösliche zytosolische (Abschnitt VI, F Inclusion body purification after mechanical cell lysis, 
for normalized SDS-PAGE Analysis) Fraktion aufgearbeitet. Die Proben wurden entweder für 
die SDS-PAGE weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert. 
 
Die präparative Reinigung der Proteinextrakte (Proteinpellet aus 50 ml, OD600 5) erfolgte 
über eine Ni-NTA-Matrix. Zirka 0,5 ml der gemischten Ni-NTA-Suspension wurden in eine mit 
2 mm Glaswolle gefüllten 1 ml Spritze gegeben. Die Säule wurde mit 1 ml Waschpuffer I 
äquilibriert und mit Proteinextrakt inkubiert (Durchfluss max. 6 ml/min). Anschließend wurde 
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die Säule zweimal mit 1 ml Waschpuffer I gewaschen und zweimal mit 1 ml Waschpuffer II. 
Abschließend wurde das Protein durch dreimaliges Waschen mit Elutionspuffer von der 
Säule eluiert. Für die Auswertung wurden alle Waschschritte bei -20 °C oder -80 °C 
aufbewahrt. Nach der Elution wurde die Ni-NTA-Matrix regeneriert, indem sie mit 1 ml 0,5 M 
NaOH und zweimal mit 1 ml dest. H2O gewaschen wurde. Mit 30 % EtOH überschichtet und 
versiegelt konnte die Säule bei 4 °C gelagert werden. 
 
 
 Waschpuffer I   Waschpuffer II  Elutionspuffer 
 100 mM Imidazol pH 8,0 100 mM Imidazol pH 8,0 400 mM Imidazol pH 8,0 
 500 mM NaCl   100 mM NaCl   100 mM NaCl 
    1 mM ß-Mercaptoethanol 20 % Glycerin   20 % Glycerol 
 
3.4.11. Isolation und Reinigung der AtAPY1-GFP aus A. thaliana 
Die AtAPY1-GFP-Keimlinge wurden wie unter 3.4.1 beschrieben angezogen und der 
Proteinextrakt aufgearbeitet. Die Resuspension erfolgte jedoch in Proteinisolationpuffer. Das 
durch Miracloth gefilterte Homogenat wurde 10 min bei 14000 g und 4 °C zentrifugiert und 
der Überstand in einem Zentrifugalkonzentrator (MWCO 30) eingeengt. Für die Reinigung 
des GFP-Fusionsproteins wurde der der µMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit genutzt. 
Die Elution des Proteins erfolgte nach Herstellerangaben nativ durch einen pH-Wechsel. Die 
Probe auf der Säulenmatrix wurde dafür in 0,1 M Triethanolamin, 0,1 % Triton X-100 (pH 
11,8) inkubiert und anschließend mit 50 µl Triethanolamin/Triton X-100 in ein Reagiergefäß 
eluiert, in welchem 3 µl 1 M MES (pH 3) zur Neutralisation vorlagen.  
Abschließend wurde das Säulenmaterial in SDS-Gel-Ladepuffer denaturierend inkubiert um 
die verbleibenden Proteine zu eluieren. 
 
 Proteinisolationspuffer 
 50 mM Tris pH7 
 100 mM NaCl 
 0,1 % (v/v) Tween 20 
1 mM AEBSF und 1x Proteaseinhibitor wurden direkt vor dem Gebrauch 
hinzugegeben. 
 
3.4.12. In-vitro Translation (ivT) AtAPY1-GFP und AtAPY1-SNAP 
Die in vitro Translation der AtAPY1 erfolgte mit dem „TNT T7 Quick für PCR DNA― von 
Promega und mit dem „Human In Vitro Protein Expression Kit― von Thermo Scientific. Für 
den „TNT T7 Quick für PCR DNA― wurde die AtAPY1-GFP Sequenz mit den Primern 
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invitro_apy1_for/ GFP_revivT und die AtAPY1-SNAP Sequenz mit den Primern 
invitro_apy1_for/ invitro_snap_rev amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel gereinigt (siehe 3.2.8). Das gereinigte PCR-
Produkt wurde für die in vitro Translation mit dem „TNT T7 Quick für PCR DNA― eingesetzt: 
 
 40 µl TNT T7 Quick Master Mix 
 1 µl Methionin (1 mM) 
 2-7 µl PCR-Produkt 
 auf 50 µl mit nuklease-freiem Wasser 
 
Der Reaktionsmix wurde für 90 min bei 30 °C inkubiert und anschließend in SDS-
Gelladepuffer inkubiert oder bei -80 °C gelagert. 
 
Die Generierung des PCR-Produktes für den „Human In Vitro Protein Expression Kit― war 
weitaus umfangreicher, da neben der T7-Promotor- und der Kozaksequenz zusätzlich die 
IRES-Sequenz N-terminal und ein His-Tag C-terminal angefügt werden mussten.  
Das T7-IRES-Kozak Fragment wurde nach Herstellerangaben mit T7_forward_ivt und 
IRES_rev vom pT7CFE1-CHIS-Vektor amplifiziert. Das 600 bp Produkt wurde aus dem Gel 
gereinigt (3.2.8) und für die anschließende Overlap-Extension-PCR genutzt. Weiterhin wurde 
die Apyrase1 vom pDONR221 mit dem Atapy1-SNAP-Insert mit Apy1_Ext_ivT und 
Apy1_His_ivT amplifiziert und gereinigt (Atapy1-His, 1416 bp). Die Overlap-Extension-PCR 
erfolgte über zwei Schritte: im ersten Schritt wurden die beiden PCR-Produkte (AtApy1-His/ 
T7-IRES-Kozak) bei 62 °C für 10 Zyklen zu einem Produkt vereinigt, im zweiten Schritt 
wurde für weitere 30 Zyklen diese Matrize mit den T7_forward_ivt/ Apy1_His_ivT Primern 
amplifiziert. Für die in vitro Translation wurde das 2016 bp große Produkt gereinigt und auf 
500 ng/µl durch DNA-Fällung konzentriert. Die Transkription erfolgte – wie durch den 
Hersteller beschrieben – für 60 min bei 32 °C und die anschließende Translation für 2 h bei 
32 °C. Danach wurden erneut 2 µl aus dem Transkriptionsansatz dazugegeben und für 
weitere 2 h bei 32 °C inkubiert. Die Analyse des in vitro translatierten AtAPY1-His Proteins 
erfolgte über SDS-PAGE (3.4.4) und Western Blot 3.4.5). Die Detektion des Proteins wurde 
mit Maus α-RGS-His (Primärantikörper)/ Ziege α-Maus IgG-HRP (Sekundärantikörper) über 
Chemilumineszenz durchgeführt  
 
3.4.13. Quantifizierung des AtAPY1-SNAP-Proteins (ivT) 
Die in vitro translatierte AtAPY1-SNAP, sowie die in N. benthamiana transient exprimierte 
AtAPY1-SNAP wurden über eine Fluoreszenzmarkierung direkt im SDS-PAGE 
nachgewiesen. Der Tag des Fusionsproteins ist eine O6-Alkylguanin-alkyltransferase (AGT) 
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und hat eine enzymatische Aktivität, wodurch Benzylguaninderivate kovalent an das 
Fusionsprotein gebunden werden können. Ein mit Benzylguanin markierter 
Fluoreszenzfarbstoff (BG-Vista Green) wurde für den Nachweis des Fusionsproteins genutzt. 
50 nmol BG-Vista Green wurden in 200 µl TBS (+ 1 mM DTT) gelöst, aliquotiert und bei 
-20 °C lichtgeschützt aufbewahrt. Für die Markierung des Fusionsproteins wurden 18 µl 
Fusionsprotein (pur oder verdünnt) mit 0,7 µl BG-Vista Green (250 µM) bei RT für 20 min im 
Dunkeln inkubiert. Abschließend wurden die Proben mit SDS-Gelladepuffer behandelt und 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Als Kontrolle der Markierungsreaktion und zur 
Quantifizierung wurde in E. coli exprimiertes und über eine Ni-NTA-Säule gereinigtes SNAP-
His Protein mitgeführt, dessen Proteinkonzentration durch einen BCA-Test (3.4.3) ermittelt 
wurde. Die Detektion des Fluoreszenzsignales erfolgte am Typhoon TRIO Variable Mode 
Imager mit der Typhoon Scanner Control v5.0 Software und die Auswertung der 
Proteinkonzentration densitometrisch mittels Image Quant TL. 
Die Parameter für die Aufnahme der SDS-PAGE waren, wenn nicht anders beschrieben, 
folgende: 
 
Extinktion Emissionsfilter     PMT  Sensitivität 
(1) 488 nm 520 BP40 Cy2, ECL+. Blue FAM  450  normal 
(2) 633 nm  670 BP30 Cy5     600  normal 
 
3.4.14. Aktivitätsmessung der AtAPY1 
3.4.14.1. Eisensulfat-Test  
Der Enzymtest wurde nach Tognoli und Marre (1981b) durchgeführt. Er ist weniger sensitiv 
als der Malachitgrün-Test und die Volumina wurden für die Mikrotiterplatte angepasst. Der 
Test wurde im Labor mit der Apyrase (0,05 U/µl, NEB) und einer alkalischen Phosphatase 
(1 U/µl, CIAP) etabliert Die Messungen erfolgten im pH-Bereich von pH 5 - 9 (Tris-MES 
10 mM, 30 mM KCl, 2 mM MgCl2). Als Substrat wurden 3 mM ATP und als Negativkontrolle 
3 mM AMP genommen. Die Enzyme wurden in verschiedenen Verdünnungen eingesetzt. 
Der Reaktionsansatz betrug 60 µl und wurde 60 min bei 30 °C und 200 rpm in 
Mikrotiterplatten inkubiert. Abgestoppt wurde mit 120 µl Stopplösung. Als Standard wurden 
verschiedene Phosphatkonzentrationen (NaH2PO4) von 0 - 300 µM mitgeführt. Die Messung 
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 Stopplösung (frisch) 
 0,375 M H2SO4 
 0,75 % (w/v) (NH4)MoO4 
 3 % (w/v) FeSO4 · 7 H2O 
 0,75 % (w/v) SDS 
 
3.4.14.2. Malachitgrün-Test 
Der Malachitgrün Test, eine sehr sensitive Methode zur Bestimmung von anorganischem 
Phosphat, erfolgte nach Bernal et al., (2005). Alle Messungen wurden als 
Doppelbestimmung dreimal durchgeführt. Der Test wurde im Labor mit der Apyrase 
(0,05 U/µl, NEB) etabliert. Die Messungen erfolgten im pH-Bereich von pH 5 - 9 (Tris-MES 
10 mM, 30 mM KCl, 2 mM MgCl2). Als Substrat wurden 3 mM ATP und als Negativkontrolle 
3 mM AMP genommen. Die Enzyme wurden in verschiedenen Verdünnungen eingesetzt. 
Der Reaktionsansatz betrug 20 µl und wurde 30 min bei 30 °C und 200 rpm in 
Mikrotiterplatten inkubiert. Abgestoppt wurde mit 40 µl Malachitgrün-Gebrauchslösung und 
140 µl dest.H2O. Als Standard wurden verschiedene Phosphatkonzentrationen (NaH2PO4) 
von 0 - 100 µM mitgeführt. Die Messung des Farbkomplexes erfolgte 10 min nach dem 
Abstoppen im Mikrotiterplatten-Lesegerät bei 562 nm.  
 
 Malachitgrünlösung    Malachitgrün-Gebrauchslösung (frisch) 
 1 mM Malachitgrünoxalat in 3 M H2SO4 1 ml Malachitgrünlösung 
0,25 ml 7,5 % (w/v) (NH4)MoO4 
0,02 ml 11 % (w/v) Tween 20 
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4. Ergebnisse 
4.1. Subzelluläre Lokalisation der AtAPY1 
Um die Funktion der Apyrasen in Pflanzen zu klären, ist deren subzelluläre Lokalisation ein 
wichtiger Ansatzpunkt. Im Gegensatz zu tierischen Organismen, wo viele Funktionen und die 
Lokalisation bereits geklärt sind, sind sie in Pflanzen noch weitgehend unklar.  
In A. thaliana wurde die AtAPY1 in der Plasmamembran mit der katalytischen Domäne im 
Apoplasten vermutet, wodurch sie eine Rolle im ATP-Signalweg einnehmen könnte (Wu et 
al., 2007). Der direkte Beweis der Lokalisation der AtAPY1 auf zellulärer Ebene wurde 
jedoch bisher nicht erbracht.  
 
4.1.1. Komplementation des letalen Atapy1 und Atapy2 Doppelknockouts 
Der Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 ist letal für A. thaliana und führt unter anderem 
zur Inhibierung der Pollenkeimung (Steinebrunner et al., 2003). Durch zwei unabhängige 
Komplementationsansätze wurden die letalen DKO-Pflanzen gerettet und anschließend für 
Lokalisationsstudien genutzt. Eine Fehllokalisation der AtAPY1-SNAP und AtAPY1-GFP 
konnte auf Grund der erfolgreichen Komplementationen ausgeschlossen werden. 
Zum einen wurde der letale DKO mit der SNAP-fusionierten Atapy1 unter dem nativen 
Promotorbereich und zum anderen mit der GFP-fusionierierten Atapy1 unter der Kontrolle 
des konstitutiven CaMV 35S-Promotors komplementiert. Für beide Komplementations-
ansätze war die AtAPY2 unter dem pollenspezifischen Promotors (SPIK) notwendig. Wie 
bereits erwähnt, sind die AtAPY1 und AtAPY2 essentiell für die Pollenkeimung 
(Steinebrunner et al., 2003) und ihre Promotoraktivität konnten durch GUS-Studien in Pollen 
nachgewiesen werden (Wolf et al., 2007; Wu et al., 2007). Der verwendete CaMV 35S-
Promotor dagegen ist in Pollen von A. thaliana nicht aktiv wie durch GUS-Studien gezeigt 
wurde (Wilkinson et al., 1997). Daher war für Komplementation der AtAPY1-GFP unter dem 
35S-Promotor eine vorgeschaltete pollenspezifische Apyraseexpression notwendig. Wider 
Erwarten war auch für die Komplementation unter dem nativen AtAPY1-Promotorbereich 
eine pollenspezifsche Expression der AtAPY2 nötig, was an einem unvollständigen AtAPY1-
Promotorbereich oder fehlender regulatorischer Elemente liegen könnte.  
Für die Komplementationsstudien der AtAPY1 wurden A. thaliana Apyrase Singleknockout-
Pflanzen genutzt. In Vorarbeiten wurden die SKO mit dem ORF der Atapy2 unter der 
Kontrolle eines pollenspezifischen Promotors (SPIK, (+/Atapy1; Atapy2/Atapy2, 
SPIK::AtAPY2) transformiert (Wolf et al., 2007). Weiterhin wurde der AtAPY1-spezifische 
Promotorbereich (AtAPY1P) mit dem ORF der Atapy1 und C-terminal mit dem SNAP-Tag 
fusioniert (Sequenz 1 im Anhang). Die Konstrukte wurde mittels „floral-dip― Methode (Clough 
und Bent, 1998) in SKO-Pflanzen transformiert.  
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Die Komplementation des letalen DKO mittels 35S::AtAPY1-GFP dagegen erfolgte durch 
Kreuzung von hemizygoten A. thaliana Singleknockout-Pflanzen (Atapy1/Atapy1; +/Atapy2, 
SPIK::AtAPY2) mit hemizygoten Apyrase Singleknockout-Pflanzen transformiert mit dem 
35S::AtAPY1-GFP Konstrukt (Atapy1/Atapy1; +/Atapy2, 35S::AtAPY1-GFP, Sun, 2003). 
In Abbildung 9 ist schematisch der Genotyp von Wildtyppflanzen im Vergleich zum 
komplementierten Doppelknockout dargestellt. Nachfolgend werden die komplementierten 




Abbildung 9: Schematische Darstellung des genetischen Hintergrundes des Wildtyps im Vergleich zum 
komplementierten DKO-SNAP  
Im Wildtyp befinden sich die AtAPY1 auf dem Chromosom 3 und die AtAPY2 auf Chromosom 5. Im DKO sind 
Atapy1 und Atapy2 durch eine T-DNA Insertion zerstört. Der letale DKO wurde durch die Transformation von 
Atapy1 unter ihrem nativen Promotorbereich (Promotor) und der SNAP-Sequenz (Tag) oder durch Kreuzung mit 
SKO-Pflanzen, die die AtAPY1 unter dem konstitutiven CaMV 35S-Promotor (Promotor)) fusioniert mit GFP- 
(Tag) exprimieren, komplementiert. 
Zusätzlich enthalten die komplementierten Pflanzen die Atapy2 unter einem pollenspezifischen Promotor (SPIK). 
Der Integrationsort der beiden Konstrukte ins Genom ist unbekannt. Modifiziert nach Wolf et al., 2007. 
 
Die Nachkommen der T0-Generation wurden auf MS-Agarplatten mit Kanamycin (T-DNA 
Insertion, GFP-Konstrukt), Hygromycin (SNAP-Konstrukt) und Phosphinothricin (SPIK-
Konstrukt) selektiert, um mögliche Wildtyp-Pflanzen auszuschließen. Von resistenten 
Pflanzen wurde die DNA isoliert, um einerseits den Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 
durch T-DNA Insertionen nachzuweisen und andererseits das Vorkommen von 
AtAPY1/AtAPY2-Wildtypgenen auszuschließen (Abbildung 10). Die AtAPY1-GFP wurde 
ebenfalls mittels genomischer DNA nachgewiesen (Abbildung 10). Von der AtAPY1-SNAP 
dagegen wurde zusätzlich die RNA extrahiert (Abbildung 11) und das Transkript 
nachgewiesen.  
Die Primer für die PCRs wurden so gewählt, dass die T-DNA (Jl-202) Insertion in Atapy1 
(ApyF) und Atapy2 (ApyR) und somit ein Doppelknockout der beiden Gene nachgewiesen 
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werden konnte. Weiterhin wurden Primer verwendet, die spezifisch die intakte AtAPY1 (A1F-
298/A1I1R) und AtAPY2 (Apy216F/ApyR) amplifizieren und nur bei der Kontrolle (Wildtyp) 
nachweisbar sein sollten. Wie in der Abbildung 10 zu sehen ist, war ein Doppelknockout von 
Atapy1 und Atapy2 nachweisbar. Das Wildtypgen für die Apyrase 1 und 2 konnte nur in der 
Positivkontrolle amplifiziert werden, die Produktgröße für die AtAPY1 betrug 1,0 kb und für 
die AtAPY2 0,86 kb. Bei den T-DNA spezifischen Primern dagegen konnten Produkte in den 
Doppelknockouts nachgewiesen werden, als Positivkontrolle diente in diesem Versuch der 
jeweilige Einzelknockout. Der Nachweis der ausgeknockten Atapy1 zeigte ein Produkt bei 
0,7 kb und von Atapy2 bei 0,5 kb. Die Amplifikation der Atapy1-GFP mit A1E9F/GFP_rev 
ergab ein 0,8 kb großes Produkt und genomische Atapy1-SNAP mit A1E9F/Snap2att3rR bei 
0,6 kb. Der Nachweis der Atapy2 unter dem SPIK-Promotor ergab mit der gewählten 
Primerkombination PSPIK-int/Apy2j-rev Amplifikate bei 0,4 kb. 
 
Abbildung 10: PCR-Ergebnis zum Nachweis eines Doppelknockouts 
Durch PCR konnte in den DKO-SNAP und AtAPY1-GFP Pflanzen kein intaktes AtAPY1(1,0 kb) und AtAPY2 
(0,86 kb) Gen nachgewiesen werden. Die T-DNA Insertion in Atapy1 und Atapy2 dagegen zeigte Produkte bei 0,7 
kb und 0,5 kb. Als Positivkontrolle (+) für die intakte AtAPY1 und AtAPY2 diente genomische DNA aus 
Wildtyppflanzen. Die Positivkontrolle (+) für Atapy1 und Atapy2 wurde aus entsprechenden Einzelknockouts 
isoliert. Das Atapy1-SNAP Konstrukt ergab ein Produkt bei 0,6 kb und die Atapy1-GFP 0,8 kb. Die SPIK::Atapy2 
ergab für beide Komplementationen ein Amplifikat bei 0,4 kb. Die Negativkontrolle wurde ohne Zusatz von DNA 
durchgeführt (-).  
 
Die Expression des transformierten AtAPY1-SNAP Konstruktes erfolgte zusätzlich auf RNA-
Ebene (Abbildung 11). Die isolierte RNA wurde mittels RNA-Gelelektrophorese auf ihre 
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Integrität geprüft und anschließend in cDNA umgeschrieben. Auf Grund der Produktgröße 
von AtAPY1-SNAP konnte nicht zwischen genomischer und cDNA unterschieden werden. 
Um genomische Kontaminationen auszuschließen, wurden neben den Transkript-
spezifischen Primern (A1E9F/SNAPrev) Primer für die Amplifikation des Haushaltsgens Actin 
2 (Act2realfor/Actrealrev) mitgeführt (Abbildung 11). Bei genomischer Kontamination sollten 
die intronüberspannenden Primer ein Produkt von 229 bp amplifizieren. Die cDNA dagegen 
ergab eine Produktgröße von 148 bp, und das Produkt für das AtAPY1-SNAP Transkript 
wurde bei 158 bp erwartet. Für eine bessere Auftrennung erfolgte die Agarose-
Gelelektrophorese in einem 2%igem Gel und dem 50 bp DNA Standard. Als Positivkontrolle 
das AtAPY1-SNAP Transkriptes diente cDNA eines Einzelknockouts und für das 
Haushaltsgen genomische DNA (Abbildung 11). Wie in der nachfolgenden Abbildung 11 zu 
erkennen ist, wurde die AtAPY1-SNAP transkribiert. Sowohl die AtAPY1-SNAP als auch die 
Kontroll-cDNA zeigten Produktbanden bei 158 bp. Durch den Vergleich mit dem 
Haushaltsgen Actin 2, konnte eine genomische Verunreinigung ausgeschlossen werden. In 
der Positivkontrolle zeigte das Haushaltsgen eine Produktgröße von 229 bp und bei der 
AtAPY1-SNAP Probe 148 bp, was durch die fehlenden Introns in der cDNA zu erklären ist. 
 
 
Abbildung 11: RT-PCR zum Nachweis des AtAPY1-SNAP Transkriptes 
Die isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mit konstruktspezifischen Primern amplifiziert, die sowohl in 
der Atapy1- und in der SNAP-Sequenz gebunden haben. Als Positivkontrolle (+) diente RNA aus 
Einzelknockouts. Sowohl beim AtAPY1-SNAP als auch bei der Positivkontrolle sind deutliche Produktbanden 
beim erkennbar, was auf ein Transkript schließen lässt. Um genomische Kontaminationen auszuschließen, wurde 
ein Haushaltsgen (Actin2) mit zwei intronüberspannende Primern amplifiziert. Das cDNA Amplifikat ergab eine 
Größe von 148 bp, die genomische DNA, welche als Kontrolle (+) diente, 229 bp. Es konnte in der AtAPY1-SNAP 
Mutante keine genomische Verunreinigung festgestellt werden. Die Negativkontrolle (-) wurde ohne Zusatz von 
DNA durchgeführt. 
 
Um einen Einfluss des SNAP-Tags auf die Funktion oder Lokalisation des transformierten 
AtAPY1-SNAP Konstruktes auszuschließen, wurde neben der Genotypisierung der Phänotyp 
der DKO-SNAP mit den Wildtyp- und SKO-SNAP-Pflanzen verglichen (Abbildung 12). Sollte 
das AtAPY1-SNAP Konstrukt oder der SNAP-Tag die Funktion oder Lokalisation der AtAPY1 
beeinflussen, könnte dies bereits durch einen veränderten Phänotypen im Vergleich zum 
Wildtyp deutlich werden.  
Wie in der nachfolgenden Abbildung 12 zu sehen ist, gab es keinen Unterschied im 
Phänotyp von Wildtyp-Pflanzen, SKO-SNAP und dem komplementierten Doppelknockout 
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(DKO-SNAP). Sowohl die Keimlinge (Abbildung 12B) als auch die adulten Pflanzen 
(Abbildung 12A) zeigten keine Unterschiede in Wachstum und Entwicklung. Ebenso bildeten 
die DKO-SNAP ausreichend Schoten mit Samen (Abbildung 12C), um eine Vermehrung der 














Abbildung 12: Vergleich des Phänotyps von Wildtyp, SKO-SNAP und DKO-SNAP 
In den Abbildungen A-C wurden verschiedene Entwicklungsstadien und Schoten von Wildtyp (WT), SKO-SNAP 
und DKO-SNAP phänotypisch verglichen. Es konnten weder im adulten- (A) noch im Kotyledonenstadium (B) 
Unterschiede in der Entwicklung oder im Phänotyp festgestellt werden. Ebenso bildeten alle Pflanzen Schoten 
(C), die sich in Größe und Anzahl nicht vom Wildtyp unterschieden. Größenmarker = 1cm 
 
Das transformierte AtAPY1P::AtAPY1-SNAP Konstrukt und die Kreuzung der AtAPY1-GFP 
Pflanzen mit den SKO-Pflanzen (SPIK::AtAPY2) konnten die Letalität des DKO 
kompensieren. Von den komplementierten AtAPY1-GFP Pflanzen konnten bisher keine 
Vergleiche der Phänotypen bis ins adulte Stadium durchgeführt werden. Die verwendeten, 
komplementierten Keimlinge zeigten jedoch keine auffälligen Veränderungen im Vergleich 
zum Phänotyp von Wildtypkeimlingen (nicht abgebildet).  
Die DKO-SNAP und AtAPY1-GFP Pflanzen konnten für anschließende Lokalisationsstudien 
genutzt werden.  
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4.1.2. Die AtAPY1 ist im Golgi-Apparat lokalisiert 
4.1.2.1.  Indirekte Immunfluoreszenz von AtAPY1-SNAP in Vesikeln 
Wie bereits beschrieben, wurde der Apyrase-Doppelknockout mit der AtAPY1-SNAP 
komplementiert (4.1.1.) und konnte für die subzelluläre Lokalisation genutzt werden. Der 
SNAP-Tag ist ein vielversprechender Tag, da er sowohl mit Antikörpern als auch mit 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen enzymatisch markiert werden kann (Keppler et al., 
2003) und der SNAP-Tag keinen Einfluss auf die Lokalisation des Fusionsproteins hat 
(Keppler et al., 2004). In Zellkulturen (Tomat et al., 2008) und Hefe (McMurray und Thorner, 
2008) wurde der SNAP-Tag für Lokalisationsstudien bereits etabliert. In dieser Arbeit sollte 
der SNAP-Tag erstmalig für die Lokalisation eines Fusionsproteins in Pflanzen eingesetzt 
werden und durch die Verwendung zellpermeabler Fluoreszenzfarbstoffe war eine in vivo 
Beobachtung denkbar. Es wurden mehrere Fluoreszenzfarbstoffe (unter andere TMR-
(tetramethylrhodamine)-Star und BG-505) und verschiedene Waschschritte getestet. Die 
Pflanzen wurden zum einen in vivo mit den Farbstoffen markiert oder zum anderen fixiert, 
permeabilisiert und in situ markiert. Mit allen Methoden gelangte das Substrat in die Zelle, 
konnte aber nicht wieder ausgewaschen werden. Auf Grund des hohen unspezifischen 
Hintergrundes konnte die Fluoreszenzsubstrate nicht genutzt werden, um das AtAPY1-SNAP 
Fusionsprotein zu markieren und die DKO-SNAP Pflanzen für die subzelluläre Lokalisation 
zu untersuchen. Als Alternative zu den Fluoreszenzsubstraten wurde der α-SNAP Antikörper 
genutzt. Die Pflanzen wurden dafür fixiert, mit Primär- und Sekundärantikörpern behandelt 
und mikroskopiert. Die Expression der AtAPY1 unter dem nativen Promotorbereich war 
allerdings zu gering, um das Fusionsprotein unter dem konfokalen Mikroskop detektieren zu 
können. Daraufhin wurde der sekundäre α-Kaninchen IgG FITC Antikörper durch eine α-
Kaninchen IgG gekoppelte Meerrettichperoxidase ersetzt, welche FITC-markierte Tyramide 
kovalent an Tyrosingruppen des Fusionsproteins bindet (Gross und Sizer (1959); Litt und 
Bobrow (2002)). Durch die bis zu 20fache Signalamplifikation (Schönhuber et al., 1997) 
konnte das Fusionsprotein intrazellulär detektiert werden. Entgegen den Erwartungen konnte 
jedoch kein Signal in der Plasmamembran, sondern ausschließlich in vesikelartigen 
Strukturen detektiert werden (Abbildung 13A). Unspezifische Autofluoreszenz (Abbildung 
13B) wurde durch Spektralaufnahmen von behandelten Wildtyppflanzen und 
anschließendem „linear unmixing― in den DKO-SNAP Pflanzen reduziert.  
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Abbildung 13: Indirekte Immunfluoreszenz der DKO-SNAP Pflanzen 
Wurzelhaare von DKO-SNAP Keimlingen und Wildtyppflanzen wurden fixiert, die Zellwand angedaut und mit 
Kaninchen α-SNAP und sekundären α-Kaninchen IgG konjugiert mit HRP Antikörper behandelt. Die 
Signalamplifikation erfolgte durch FITC-Tyramide. (A) DKO-SNAP mit spezifischen vesikelartige Strukturen (B) 
Wildtyp ohne spezifisches Signal. Leica TCS SP5 MP, Anregung 488 nm, Emission 490 – 530 nm. 
Größenmarker = 20 µm. 
 
Durch die vorher notwendige Fixierung war es nicht möglich, die vesikelartigen Strukturen in 
vivo zu untersuchen. Weiterhin erschwerte die geringe Signalintensität und die sehr 
aufwendige Probenpräparation eine mögliche Co-Lokalisation mit bekannten Proteinen. Um 
diese Probleme zu umgehen, wurden alle nachstehenden Untersuchungen mit AtAPY1-GFP 
unter dem CaMV 35S-Promotor durchgeführt.  
 
4.1.2.2.   AtAPY1-GFP lokalisiert in Vesikeln 
Die Pflanzenlinie AtAPY1-GFP unter dem konstitutiven 35S-Promotor wurde in der 
Promotionsarbeit von Sun 2003 erzeugt (Sequenz 2 im Anhang). Die Transformation der 
Pflanzen mit leerem Vektor und GFP allein wurden ebenfalls von Yu Sun 2003 durchgeführt 
und zeigen, wie erwartet, keine Fluoreszenz mit leerem Vektor und eine zytosolische 







Abbildung 14: Transformation von Protoplasten mit leerem Vektor und GFP  
Die Protoplasten wurden transient mit leerem Vektor (A) und GFP (B) transformiert. Der leere Vektor zeigt keine 
Fluoreszenz und das freie GFP lokalisiert im Zytoplasma. Aus Sun, 2003 
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Die 2003 von Sun mikroskopierten Vesikel entsprachen nicht den Erwartungen und wurden 
nicht weiter untersucht, da eine Fehllokalisation der AtAPY1-GFP vermutet wurde. Durch die 
vorangegangene indirekte Immunfluoreszenz der komplementierten DKO-SNAP Pflanzen 
und der Komplementation der DKO-Pflanzen durch das AtAPY1-GFP Konstrukt unter dem 
35S-Promotor selbst, konnte dies jedoch ausgeschlossen werden.  
Mit den AtAPY1-GFP Pflanzen konnten in vivo die gleichen vesikelartigen Strukturen 
nachgewiesen werden (Abbildung 15A, B, E) wie bereits bei der Immunfluoreszenz mit den 
komplementierten DKO-SNAP Pflanzen.  
Die Expression des AtAPY1-GFP Proteins war in allen Pflanzenteilen detektierbar. In der 
nachfolgenden Abbildung ist eine Wurzelspitze (Abbildung 15A, B), zwei Schließzellen 
(Abbildung 15E) mit AtAPY1-GFP Fluoreszenz als auch eine Wurzelspitze und zwei 
Schließzellen aus dem Wildtyp dargestellt (Abbildung 15C, D, F). Die Anregung und 
Emission erfolgte bei den AtAPY1-GFP Mutanten und dem Wildtyp mit den gleichen 
Einstellungen. GFP-Fluoreszenz wurde mit dem 488 nm Argonlaser angeregt und im Bereich 
von 493–528 nm emittiert. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten wurde mit einem Helium-
Neon Laser bei 594 nm angeregt und bei 601–708 nm emittiert. Wie zu erwarten, ist sowohl 
bei den GFP exprimierenden Pflanzen als auch im Wildtyp die Autofluoreszenz der 
Chloroplasten zu sehen (Abbildung 15E, F). In den Schließzellen vom Wildtyp ist weiterhin 
eine schwache Autofluoreszenz im grünen Spektralbereich zu sehen, welche aber eine 
andere Struktur aufweist als das spezifische Signal in den AtAPY1-GFP exprimierenden 




E r g e b n i s s e                                                          S e i t e  | 58 
 
Abbildung 15: AtAPY1-GFP Expression in A. thaliana Keimlingen 
(A) und (B) zeigt die AtAPY1-GFP Expression in der Wurzelspitze und (E) in zwei Schließzellen. Als Kontrolle 
sind eine Wurzelspitze (C, D) und zwei Schließzellen (F) des Wildtyps abgebildet. Die AtAPY1-GFP (grün) 
lokalisiert in vesikelartigen Strukturen (A, B, E). Die Autofluoreszenz der Chloroplasten ist in magenta dargestellt. 
In den Schließzellen der Kontrolle ist eine unspezifische Fluoreszenz bei Anregung mit 488 nm zu erkennen, die 
aber nicht den Vesikeln der AtAPY1-GFP entspricht. Zeiss Axio Imager LSM 710 (C-Apochromat 40x/1.20 W Korr 
M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, Emission 493 - 528 nm. Autofluoreszenz Chloroplasten (magenta) Anregung 
594 nm, Emission 601 - 708 nm, Größenmarker = 20 µm. 
 
4.1.2.3.      Keine Lokalisation der AtAPY1 in Plasmamembran und Apoplast 
Die GFP-Fusion erfolgte am C-terminalen Ende der AtAPY1, dem hydrophilen 
Strukturbereich, der laut Transmembran-Vorhersageprogrammen TMHMM (Krogh et al., 
2001) und TMpred (Hofmann und Stoffel, 1993) in die extrazelluläre Matrix (ECM) der Zelle 
ragt. Die ECM besitzt einen leicht sauren pH-Wert von 6,3 (Gao et al., 2004), was wiederum 
eine mögliche GFP-Fluoreszenz reduzieren könnte, da die GFP-Fluoreszenz pH-abhängig 
ist und im sauren Bereich die Emission reduziert ist (zusammengefasst in Tsien, 1998; 
Campbell und Choy, 2001). Zheng et al. (2004) konnten durch die Expression von 
sekretorischem GFP in A. thaliana auf MS-Medium mit pH 5,7 zeigen, dass im Gegensatz zu 
Pflanzen auf MS-Medium mit pH 8,1 keine GFP-Fluoreszenz im Apoplasten detektierbar war. 
Das spricht, wie bereits erwähnt, für eine pH-Abhängigkeit der GFP-Fluoreszenz.  
Um eine mögliche Lokalisation der AtAPY1-GFP in der Plasmamembran auf Grund einer 
Auslöschung des GFP-Signals nicht zu übersehen, wurden sowohl von AtAPY1-GFP als 
auch von Wildtyp-Pflanzen Protoplasten präpariert (Abbildung 16). Die Protoplasten wurden 
in einem Puffer mit neutralen pH-Wert mikroskopiert. Weiterhin wurden fünf Tage alte 
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Keimlinge von AtAPY1-GFP drei Tage in MS-Flüssigmedium mit pH 8,1 inkubiert (Zheng et 
al., 2004), um den pH-Wert des Apoplasten anzuheben. 
 
Abbildung 16: Keine Lokalisation der AtAPY1-GFP in der Plasmamembran. 
(A) AtAPY1-GFP Keimlinge in MS-flüssig pH 8,1 (Zheng et al., 2004). Es ist keine GFP-Fluoreszenz im basischen 
Apoplasten in der unteren Epidermis der Kotyledonen nachweisbar. (B) Die AtAPY1-GFP konnte nicht in der 
Plasmamembran von Protoplasten (in pH-neutralen Puffer) nachgewiesen werden, sondern war ebenfalls in 
Vesikeln sichtbar. Ein Protoplast aus Wildtypkeimlingen (C) diente als Kontrolle und zeigte keine GFP-
Fluoreszenz. Zeiss Axio Imager LSM 780 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, 
Emission 493 - 528 nm. Autofluoreszenz Chloroplasten (magenta) Anregung 594 nm, Emission 601 - 708 nm, 
Größenmarker = 20 µm. 
 
Wie bereits bei der Immunfluoreszenz mit AtAPY1-SNAP und den in vivo Experimenten mit 
den AtAPY1-GFP exprimierenden Keimlingen gezeigt wurde, konnte keine Lokalisation der 
AtAPY1-GFP in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Abbildung 16A, C). In den 
AtAPY1-GFP exprimierenden Protoplasten und Keimlingen konnten ebenfalls vesikelartige 
Strukturen bei der Anregung mit dem 488 nm Argonlaser detektiert werden (Anhang CD 
Film 1). Für einen Größenvergleich der mikroskopierten Vesikel mit bekannten zellulären 
Strukturen wurde die Autofluoreszenz der Chloroplasten genutzt.  
 
4.1.3. Co-Lokalisationsstudien der AtAPY1-GFP 
Die durch Immunfluoreszenz und GFP-Expression detektierten Vesikel hatten einen 
Durchmesser von 0,5 - 1 µM. Durch die Größe und Struktur der Vesikel konnte eine Vielzahl 
von Organellen ausgeschlossen werden. Zum einen konnten durch konfokale Mikroskopie 
und die Nutzung der Autofluoreszenz die Chloroplasten ausgeschlossen werden, da es keine 
Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP- und der Chlorophyllfluoreszenz gab. Zum anderen 
konnten Peroxisomen auf Grund ihrer durchschnittlichen Größe von 2 µm (Nelson et al., 
2007) vernachlässigt werden. Das Endoplasmatische Retikulum (ER) und Mitochondrien 
konnten ebenfalls ausgeschlossen werden. Das ER hat eine charakteristische netzartige 
Struktur und Mitochondrien zeigen eine fließende intrazelluläre Bewegung (Anhang CD 
Film 2, Nelson et al., 2007) im Vergleich zu den mikroskopierten Vesikeln, welche größteils 
an einem festen Platz zirkulierten (Anhang CD Film 3). Hinsichtlich Größe und Struktur 
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blieben Endosomen, sekretorische Vesikel und Golgi für eine mögliche Co-Lokalisation zu 
überprüfen. 
 
4.1.3.1.   Keine Co-Lokalisation in sekretorischen Vesikeln  
Da die AtAPY1 mit ATP-Signaltransduktion in Verbindung gebracht wurde (Roux und 
Steinebrunner, 2007; Wu et al., 2007), und obwohl die AtAPY1-GFP weder in der 
Plasmamembran noch im Apoplasten detektiert werden konnte, war eine Lokalisation in 
sekretorischen Vesikeln nicht auszuschließen. Möglicherweise lag die AtAPY1 in den 
Vesikeln in höheren Konzentrationen als extrazellulär vor, oder die Internalisation erfolgte 
sehr schnell nach der Sekretion. Um eine Lokalisation in sekretorischen Vesikeln 
auszuschließen, wurden die AtAPY1-GFP Pflanzen mit Markerpflanzen gekreuzt, die das 
RabE1d-YFP Protein exprimierten. RabE1d ist ein breiter Marker für post-Golgi Vesikel und 
frühe Endosomen (Rutherford und Moore, 2002; Geldner et al., 2009). In Abbildung 17 sind 
zwei Schließzellen zu sehen, die sowohl AtAPY1-GFP als auf RabE1d-YFP exprimieren. 
Das GFP- (Abbildung 17A) und das YFP-Signal (Abbildung 17B) wurde separat 
aufgenommen, um eine Überlagerung der Emissionen zu verhindern. Abschließend wurden 
beide Signale überlagert. Wie aus dem überlagerten Bild ersichtlich wird (Abbildung 17C), 
konnte keine Co-Lokalisation der AtAPY1 mit post-Golgi Vesikeln oder frühen Endosomen 
detektiert werden. 
 
Abbildung 17: Keine Co-Lokalisation von AtAPY1-GFP und RabE1d-YFP 
Schließzellen von der unteren Epidermis eines A. thaliana Kotyledonen der AtAPY1-GFP und RabE1d-YFP 
exprimiert. Die Aufnahme der GFP- und YFP-Fluoreszenz erfolgte in separaten Kanälen, um Überlagerung der 
Emissionen zu vermeiden. (A) AtAPY1-GFP in Vesikeln, (B) RabE1d-YFP in der Plasmamembran, in post-Golgi 
Vesikeln und frühen Endosomen (Rutherford und Moore, 2002; Geldner et al., 2009), (C) Beide Kanäle (A und B) 
übereinander gelegt, zeigt keine Co-Lokalisation der GFP- und YFP-Fluoreszenz. Zeiss Axio Imager LSM 780 (C-
Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, Emission 493 – 528 nm, YFP (gelb) Anregung 
514 nm, Emission 532 – 575 nm, Größenmarker 20 µm 
 
Da die AtAPY1-GFP nicht mit dem RabE1d-YFP überlagerte, konnten Endosomen und 
sekretorische Vesikel ausgeschlossen werden. Als einzige Organellen blieben somit der 
Golgi-Apparat oder das trans-Golginetzwerk übrig. Um die AtAPY1-GFP im Golgi 
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nachzuweisen, wurden die Pflanzen zum einen mit BFA und FM4-64 behandelt und zum 
anderen mit dem Golgi-Markerproteinen MEMB12, SYP32 und Got1p-Homolog co-lokalisiert. 
 
4.1.3.2.    AtAPY1 ist Brefeldin A-sensitiv 
Brefeldin A (BFA) ist ein Toxin aus Pilzen, welches für Versuche zur Sekretion und 
Endozytose genutzt wird (Überblick über BFA in Pflanzen in Staehelin und Driouich, 1997; 
Nebenführ et al., 2002). Bei Behandlung mit BFA wird der retrogarde Transport vom Golgi 
zum ER sowie die Endozytose inhibiert. Dabei bindet BFA an die hydrophobe Domäne des 
Sec7 Proteins aus dem ARF-GDP-Sec7 (ARF/GEF, GTP exchange factor) Proteinkomplex 
(Jackson und Casanova, 2000). Durch die Inhibierung dieser Domäne können die ARFs 
(ADP ribosylation factors) nicht an die GEFs binden, und das GDP kann nicht mehr durch 
das GTP ersetzt werden (schematische Darstellung in Abbildung 18 aus Jackson und 
Casanova, 2000), was wiederum eine Fusion der COPI-Vesikeln (coat protein) an die 
Membran des cis-Golgis verhindert. Durch die Inhibierung des retrogarden Transportes 
kommt es zur Disassemblierung des Golgi-Komplexes. Der cis-Golgi geht teilweise in das 
ER über (Golgi-ER-Hybride), während das trans-Golgi-Netzwerk mit frühen Endosomen  und 
dem trans-Golgi Netzwerk fusioniert und BFA-Kompartimente bildet. Die beschriebene 
Funktion von BFA ist in folgenden Übersichtsartikeln zusammengefasst: Staehelin und 












Abbildung 18: Wirkmechanismus von BFA  
Durch Zugabe von BFA wird der Austausch von GDP mit GTP inhibiert. BFA bindet an die hydrophobe Domäne 
des Sec7GEF was wiederum eine Bindung des ARF-GDP inhibiert. Ohne diesen Proteinkomplex ist ein 
Austausch von GDP mit GTP nicht möglich, und die COPI-Vesikel können nicht mit der cis-Golgi Membran 
fusionieren. Es kommt zur Disassemblierung des Golgi-Apparates durch gestörten Vesikeltransport. Aus Jackson 
und Casanova, 2000 
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Brefeldin A kann somit genutzt werden, um Golgi lokalisierte Proteine nachzuweisen, indem 
es das Brefeldin A-sensitive Organell in dessen Struktur ändert. 
Das vorher vesikelförmige Organell bildete innerhalb von Minuten ein komplexes BFA-
induziertes Aggregat (Abbildung 19). 
 
 
Abbildung 19: Behandlung von AtAPY1-GFP Keimlingen mit BFA 
Schließzellen von der unteren Epidermis von Kotyledonen vor und 10 min nach der Behandlung mit BFA 
(50 µg/ml). Die AtAPY1-GFP lokalisiert in 0,5 - 1 µm großen Vesikeln. Nach 20 min beginnen die Vesikel in 
größeren Komplexen zu aggregieren und nach 90 min ist der Golgi-Apparat komplett disassembliert. Zeiss Axio 
Imager LSM 780 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) GFP Anregung 488 nm, Emission 493 - 528 nm, 
Größenmarker = 20 µm 
 
In Abbildung 19 sind vor und 10 min nach Zugabe von 50 µg/ml BFA vesikelartige Strukturen 
mit einem Durchmesser < 1 µm zu erkennen. Nach 20 - 90 min waren keine einzelnen 
Vesikel mehr sichtbar, sondern BFA-abhängige Aggregate (BFA-Kompartimente). Da die 
AtAPY1-GFP auf Grund der Vesikelstruktur weder im ER noch in sekretorischen Vesikeln 
oder Endosomen durch die Co-Lokalisationsergebnisse mit RabE1d lokalisierte, kann das 
BFA-sensitive Organell aus Abbildung 19 nur der Golgi sein.  
Nachfolgend wurde die BFA-Behandlung mit Keimlingen durchgeführt, die sowohl AtAPY1-
GFP als auch RabE1d exprimierten (Abbildung 20). Zum Zeitpunkt vor der BFA-Behandlung 
waren die AtAPY1-GFP und das RabE1d in unterschiedlichen Vesikeln lokalisiert (Abbildung 
19 und Abbildung 20, 0 min). Da das BFA vor allem die Endozytose und erst im späteren 
Verlauf die Sekretion inhibiert, aggregiert die im Golgi lokalisierte AtAPY1-GFP eher als das 
RabE1d, welches vor allem in sekretorischen Vesikeln exprimiert wird (Abbildung 20B, 
15 min). Nach 90 minütiger Inkubation mit BFA co-lokalisieren beide Proteine in BFA-
Kompartimenten (Abbildung 20, 90 min) 
 
E r g e b n i s s e                                                          S e i t e  | 63 
 
Abbildung 20: Behandlung von AtAPY1-GFP- und RabE1d – Keimlingen mit BFA 
Schließzellen von der unteren Epidermis von zirka zehn Tage alten Kotyledonen. Nach Behandlung mit BFA 
beginnt nach 15 min zuerst die AtAPY1-GFP zu aggregieren und nach 90 min co-lokalisieren AtAPY1-GFP und 
RabE1d-YFP in BFA-sensitiven Kompartimenten. Zeiss Axio Imager LSM 780 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr 
M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, Emission 493 - 528 nm, YFP (gelb) Anregung 514 nm, Emission 532 – 
575 nm, Größenmarker 20 µm 
 
Mit diesem Versuch konnte abschließend gezeigt werden, dass die AtAPY1-GFP nicht in 
Endosomen oder sekretorischen Vesikeln lokalisiert, sondern wahrscheinlich im Golgi. Mit 
dieser indirekten Methode ist es allerdings nicht möglich zwischen Golgi-Apparat und trans-
Golgi Netzwerk zu unterscheiden, welche in Arabidopsis zwei funktionell unterschiedliche 
Kompartimente darstellen (Lam et al., 2009). Die Unterscheidung zwischen den beiden 
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4.1.3.3.   AtAPY1 co-lokalisiert nicht mit FM4-64 
FM4-64 ist ein amphiphiler Fluoreszenzfarbstoff, der ausschließlich in hydrophober 
Umgebung fluoresziert. FM4-64 wird genutzt, um die Plasmamembran und Teile des 
Endomembransystems in vivo zu markieren (Bolte et al., 2004) (Abbildung 21A). Die 
Internalisierung von FM4-64 erfolgt über Endozytose. Nach Zugabe des Farbstoffes wird 
zuerst die Plasmamembran gefärbt, anschließend werden punktförmige Strukturen sichtbar, 
welche durch ringartige Strukturen abgelöst werden (Ueda et al., 2001) (Abbildung 21B). 
Nach zirka drei Stunden interkaliert FM4-64 mit dem Tonoplast (Ueda et al., 2001). Im 
Gegensatz zum trans-Golgi Netzwerk (TGN) zeigen der Golgi-Apparat (Lam et al., 2009) und 
das endoplasmatische Retikulum (Bolte et al., 2004) keine Färbung durch FM4-64. 
 
 
Abbildung 21: Internalisierung von FM4-64  
(A) FM4-64 interkaliert in die Plasmamembran und wird zeit- und gewebeabhängig über Endozytose (1) in die 
Zelle aufgenommen und färbt das Endomembransystem (2, 3). Nicht nachweisbar mit FM4-64 sind der Golgi-
Apparat (GA) (Lam et al., 2009) und das endoplasmatische Retikulum (ER) (Bolte et al., 2004). END = Endosom, 
PVC = prävakuoläre Kompartimente, V = Vakuole, aus Bolte et al., 2004  
(B) Epidermiszellen von A. thaliana Kotyledonen 10 min und 60 min nach FM4-64-Zugabe, Zeiss Axio Imager 
LSM 780 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) Anregung 561 nm, Emission 650 - 700 nm 
 
Da die AtAPY1-GFP im Golgi lokalisiert werden konnte, wurde FM4-64 genommen, um die 
AtAPY1-GFP dem Golgi-Apparat oder dem trans-Golgi Netzwerk zuzuordnen. Im trans-Golgi 
Netzwerk sollte das GFP-Signal mit dem FM4-64 co-lokalisieren. Im Golgi-Apparat dagegen 
sollte keine Überlappung der Signale erfolgen. Da sich die Anregungswellenlänge von GFP 
und FM4-64 überschneiden, wurden beide Signale in getrennten Kanälen detektiert und 
FM4-64 mit der 561 nm Laserlinie angeregt, welche außerhalb der GFP-Anregung liegt.  
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Abbildung 22: Behandlung von AtAPY1-GFP exprimierenden Keimlingen mit FM4-64 
Untere Epidermiszellen von AtAPY1-GFP-Kotyledonen. AtAPY1-GFP (grün) und 15 µM FM4-64 (magenta) nach 
90 min Inkubation. Die Überlagerung beider Kanäle zeigt keine Co-Lokalisation von AtAPY1-GFP und FM4-64, 
was auf eine Lokalisation der AtAPY1-GFP im Golgi-Apparat schließen lässt. Zeiss Axio Imager LSM 780 (C-
Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, Emission 493 – 528 nm, FM4-64 (magenta) 
Anregung 561 nm, Emission 650 - 700 nm, Größenmarker = 20 µm 
 
Wie in der Abbildung 22 zu sehen ist, konnte auch nach 60 minütiger Inkubation keine Co-
Lokalisation von AtAPY1-GFP und FM4-64 detektiert werden, was auf eine Lokalisation der 
AtAPY1-GFP im Golgi-Apparat hinweist. Für die abschließende direkte Co-Lokalisation der 
AtAPY1-GFP im Golgi-Apparat wurden Golgimarkerproteine gewählt, die auf der cis-Seite 
des Golgis exprimiert werden. 
 
4.1.3.4.    Co-Lokalisation mit den Golgimarkerproteinen MEMB12, Got1p-Homolog und SYP32 
Da der Nachweis der Lokalisation der AtAPY1-GFP im Golgi durch BFA- und FM4-64-
Behandlung nur indirekt erfolgte, wurden AtAPY1-GFP transgene Pflanzen abschließend mit 
MEMB12 (Membrin 12), Got1p-Homolog (Golgi transport protein 1) und SYP32 (Syntaxin of 
plants 32) gekreuzt. MEMB12 und SYP32 gehören zu den SNARE (soluble NSF attachment 
protein receptor)-Proteinen und sind in der cis-Seite des Golgi-Apparates lokalisiert (Uemura 
et al., 2004). Das Got1p ist ein Golgiprotein in Hefen (Conchon et al., 1999), welches in 
Arabidopsis ebenfalls im Golgi-Apparat lokalisiert (Geldner et al., 2009).  
Wie in der Abbildung 23A und B zu sehen ist, co-lokalisieren die AtAPY1-GFP- (grün) und 
die MEMB12-RFP-Vesikel (magenta), sowie das SYP32-YFP- (magenta, Abbildung 23 C) 
und Got1p-Homolog-YFP-Fusionsprotein (magenta, Abbildung 23 D). Eine Überlagerung der 
Signale resultiert in einer Weißfärbung (Abbildung 23).  
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Abbildung 23: Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP mit den Golgimarkerproteinen MEMB12,  
SYP32 und Got1p-Homolog 
Zirka zehn Tage alte Doppelmutanten von A. thaliana exprimieren AtAPY1-GFP und ein Golgimarkerprotein. Eine 
Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP und der Marker resultiert in einem weißen Signal. Abgebildet ist die untere 
Epidermis von Kotyledonen. 
(A) und (B) AtAPY1-GFP in Vesikeln (grün) und MEMB12-RFP auf der cis-Seite des Golgi-Appartes (magenta) 
(Uemura et al., 2004; Geldner et al., 2009), (B) Vergrößerung der unteren Schließzellen (A), um die Co-
Lokalisation zu verdeutlichen (andere Ebene als A). (C) Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP (grün) mit SYP32-YFP 
(magenta). (D) Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP (grün) mit Got1p-Homolog-YFP (magenta) 
Zeiss Axio Imager LSM 780 (C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27) GFP (grün) Anregung 488 nm, Emission 493 - 
528 nm, RFP (magenta) Anregung 561 nm, Emission 582 - 662 nm, YFP (magenta) Anregung 514 nm, Emission 
532 - 575, Größenmarker = 20 µm 
 
E r g e b n i s s e                                                          S e i t e  | 67 
Durch die Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP mit den Golgimarkerproteinen MEMB12, SYP32 
und Got1p-Homolog konnte eindeutig die Lokalisation von der AtAPY1 im Golgi-Apparat 
nachgewiesen werden. 
 
4.1.4. AtAPY1 ist ein integrales Membranprotein 
Durch die Verwendung verschiedener Transmembran-Vorhersageprogramme (HMMTOP 
(Tusnady und Simon, 2001); SOSUI (Hirokawa et al., 1998); TMHMM (Krogh et al., 2001); 
TMpred (Hofmann und Stoffel, 1993)) wurde die AtAPY1 als integrales Membranprotein mit 
einer Transmembrandomäne vermutet. Um die Vorhersagen zu bestätigen, wurden die 
Proteine aus AtAPY1-GFP Keimlingen extrahiert und durch Ultrazentrifugation die 
mikrosomalen Fraktionen angereichert (Zeng und Keegstra, 2008). Anschließend wurde das 
mikrosomale Pellet mit verschiedenen Detergenzien und Salzen behandelt (Zeng und 
Keegstra, 2008), um zwischen löslichen, peripheren und integralen Membranproteinen zu 
unterscheiden. Unter hohen Salzbedingungen (2 M NaCl) werden die elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und der Membran gestört, was zur 
Solubilisierung von peripheren Membranproteinen führt. Alkalische Bedingungen (0,2 M 
Na2CO3) führen ebenfalls zur Ablösung peripherer Proteine von der Membran durch die 
Aufhebung hydrophober Wechselwirkungen. Harnstoff (4 M) führt zur Denaturierung von 
Protein-Protein-Interaktionen und das anionische Detergenz SDS (0,2 %), welches an die 
hydrophoben Proteinregionen bindet, zerstört die Proteinstruktur. Wie in der Abbildung 24A 
zu sehen ist, wurde die AtAPY1-GFP in der unbehandelten Pelletfraktion (P100) mittels 
Western Blot mit α-GFP Antikörpern detektiert (80 kDa). Nach Behandlung mit NaCl und 
Na2CO3 konnten ebenfalls ausschließlich in den Pelletfraktionen (P100) spezifische GFP-
Signale detektiert werden. Bei Behandlung der P100 mit Harnstoff und SDS dagegen 
erscheint ebenfalls im Überstand (S100) eine GFP-Bande (Sternchen), was für ein integrales 
Membranprotein spricht. Eine teilweise Solubilisierung von integralen Membranproteinen 
durch Harnstoff wurde von Zeng et al. (2008) gezeigt. Typ II integrale Membranproteine, wie 
die AtAPY1 und AtCSLD2 (Zeng und Keegstra, 2008), sind nicht sehr stark mit der Membran 
assoziiert wie Proteine mit mehreren Transmembrandomänen, was zur Solubilisierung durch 
Harnstoff führen kann. Dies Typ II integralen Membranproteine besitzen eine, wie durch die 
Vorhersage bestätigt (TMHMM (Krogh et al., 2001); TMpred (Hofmann und Stoffel, 1993)), 
N-terminale Transmembrandomäne und einen extrazytoplasmatischen C-Terminus (von 
Heijne und Gavel, 1988).  
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Abbildung 24: AtAPY1-GFP ist ein integrales Membranprotein 
Es wurden jeweils 40 µg Proteinextrakt aus einer zehn Tage alten Schüttelkultur mit AtAPY1-GFP Keimlingen 
mittels SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt. 
(A) Die mikrosomale Fraktion (P100) von A. thaliana Keimlingen wurde mit Salzen (NaCl, Na2CO3), mit SDS und 
Harnstoff behandelt. Die AtAPY1-GFP wurde mit monoklonalen Maus α-GFP IgG-HRP und Ziege α-Maus IgG-
HRP mittels Western Blot (80 kDa) detektiert. In den Fraktionen mit SDS und Harnstoff geht ein Teil der AtAPY1-
GFP aus dem Pellet (P100) in den Überstand (S100), was für ein integrales Membranprotein spricht. In hohen 
Salzkonzentrationen (NaCl, Na2CO3) und im Extraktionspuffer verbleibt die AtAPY1-GFP im Pellet (P100).   
(B) Behandlung des Überstandes nach Zentrifugation bei 14 000 g (S14) und anschließender Ultrazentrifugation. 
Wie in (A) wurde die AtAPY1-GFP in der SDS- und in der Harnstoff zusätzlich zum Pellet auch im Überstand 
detektiert (Sternchen). Als Kontrolle für lösliche Proteine wurde die zytosolische Fruktose-1,6-bisphosphatase 
(Kaninchen α- A.t. cFBPase, 37 kDa) und als Pelletmarker Aktin (Maus α-plant actin 8,45 kDa) nachgewiesen. 
Aktin wurde weiterhin genutzt, um eine erfolgreiche Solubilisierung zu zeigen, da es sich unter alkalischen und 
denaturierenden Bedingungen in seine lösliche, monomere G-Form depolymerisiert (Nagy und Jencks, 1965).  
 
Neben der Behandlung der P100 Fraktionen mit den Salzen und Detergenzien wurde in 
einem weiteren, unabhängigen Ansatz bereits die S14 Fraktion – das heißt der Überstand 
nach Zentrifugation bei 14 000g – solubilisiert (Abbildung 24B). Anschließend wurden auch 
diese Fraktionen ultrazentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Hier zeigten sich die 
gleichen Signale wie bei der Behandlung der P100. Die AtAPY1-GFP war ausschließlich in 
der SDS- und Harnstofffraktion im Überstand. Um die Reinheit der Fraktionen nachzuweisen, 
wurden ein lösliches Protein (zytosolische Fruktose-1,6-bisphosphatase, cFBPase 37 kDa) 
und ein Pellet-assoziiertes Protein (Aktin, 45 kDa) detektiert. Die zytosolische Fruktose-1,6-
bisphosphatase konnte wie erwartet hauptsächlich im Überstand (S100) detektiert werden. 
Aktin dagegen pelletiert ab 20 000 g (Nagy und Jencks, 1965). Unter alkalischen oder 
denaturierenden Bedingungen depolymerisiert F-Aktin und geht in seine lösliche monomere 
G-Form über (Nagy und Jencks, 1965; Cheitlin und Ramachandran, 1986). Im 
Extraktionspuffer wurde Aktin im Pellet angereichert, in den anderen Fraktionen dagegen ist 
Aktin im Überstand konzentriert (Abbildung 24B). Aktin ist außer als Pelletmarker für den 
Nachweis einer erfolgreichen Solubilisierung verwendbar.  
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4.2. Biochemische Charakterisierung der AtAPY1 
Da die Expression der nativen AtAPY1 in vivo sehr gering ist und somit eine Reinigung der 
endogenen AtAPY1 nicht möglich war, wurde versucht, die AtAPY1 mit verschiedenen 
Methoden zu überexprimieren. Zum einen wurde die AtAPY1-GFP unter dem konstitutiven 
35S-Promotor in A. thaliana exprimiert, zum anderen wurde die AtAPY1-His induzierbar in E. 
coli kloniert. Weiterhin wurden Versuche zur in vitro Translation durchgeführt. 
 
4.2.1. Expression der AtAPY1 in E. coli 
Der ORF der Atapy1 wurde über Restriktionsschnittstellen in den pET 28(b) kloniert und in E. 
coli BL21 (DE3) transformiert. Eine fehlerfreie Sequenz wurde durch Sequenzierung (siehe 
Anhang, Sequenz 3) bestätigt. Durch die Klonierung wurde die Atapy1 N-terminal mit einem 
6x His-Tag fusioniert, die Expression der AtAPY1-His sollte ein 55 kDa großes Protein 
ergeben. Als Kontrolle der Induktion und Expression wurde die in pET 28(a) klonierte Atapy2 
mitgeführt. Bei der Klonierung der Atapy2 wurde der hydrophobe N-Terminus nicht 
amplifiziert. Der His-Tag wurde N-terminal (Vorarbeiten I.Steinebrunner) fusioniert. Die 
AtAPY2-His hat eine Größe von 47 kDa. 
Nach Induktion mit IPTG wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben genommen, 
aufgearbeitet und mit SDS-PAGE aufgetrennt. Die Induktionsversuche wurden mehrfach mit 
unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen und bei 20 °C und 37 °C durchgeführt. Mittels SDS-
PAGE war keine Induktion der AtAPY1-His zu erkennen, die AtAPY2-His dagegen wurde 
exprimiert (Abbildung 25A), wobei die Proteinmenge bereits ab 30 min nach der Induktion 
anstieg. Die aufgetragenen Proben wurden durch einen Westernblot nachgewiesen (Maus α-
RGS-His). Die AtAPY2-His zeigte bereits nach dem ersten induzierten Zeitpunkt eine starke 
Bande, die bis 4 h nach Induktion an Intensität zunahm. Bei der AtAPY1-His dagegen wurde 
erst 4 h nach Induktion eine schwache Bande sichtbar (Abbildung 25A, markiert mit 
Sternchen). Im Molekularbereich von 35 kDa waren sowohl bei der AtAPY1-His als auch der 
AtAPY2-His unspezifische Banden oder Abbauprodukte zu erkennen.  
Die BL21 (DE3) Zellen mit dem AtAPY1-His-Plasmid wurden in einzelnen Fraktionen 
(Gesamtprotein, lösliche/unlösliche Fraktion und Überstand) aufgeschlossen und mittels 
Western Blot untersucht. In der löslichen Fraktion war eine schwache Bande oberhalb der 
55 kDa erkennbar (Abbildung 25B, Sternchen) 
Der Gesamtproteinextrakt wurde weiterhin über eine Ni-NTA-Matrix gereinigt und mit 
Zentrifugalkonzentratoren angereichert. Als Ausgangsmaterial dienten 50 ml Bakterien-
suspension (OD600 = 5, Induktion über Nacht). Nach Reinigung über die Ni-NTA-Matrix 
konnte keine AtAPY1-His mittels Western Blot mehr nachgewiesen werden (nicht 
abgebildet). Entweder war die Proteinmenge nach der Reinigung unter der Detektionsgrenze 
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oder die in Abbildung 25 detektierten Banden waren unspezifisch und entsprachen nicht der 
AtAPY1-His. 
 
Abbildung 25: Expression der AtAPY1-His und AtAPY2-His 
Bei den dargestellten Ergebnissen erfolgte die Induktion mit 100 µM IPTG bei 37 °C. 
(A) Coomassie-Färbung des SDS-Gels von AtAPY1-His und AtAPY2-His vor der Induktion (t0) bis 4 h nach 
Induktion (t4). Im Gegensatz zur AtAPY1-His ist bei der AtAPY2-His nach 4 h eine deutliche Expression des 
Proteins zu erkennen (Sternchen). Die Proben wurden mittels Westernblot und Maus α-RGS-His Antikörper 
detektiert (rechte Abbildung). Die AtAPY1-His zeigt nach 4 h Induktion eine schwache Bande (Sternchen) 
unterhalb der 55 kDa Standardbande, bei der AtAPY2-His ist ein spezifisches Signal bereits nach 1 h zu sehen, 
ansteigend bis 4 h nach Induktion. (B) BL21 (DE3) wurde in verschiedenen Fraktionen aufgeschlossen, um die 
Lokalisation des Proteins in E. coli zu untersuchen. Die Fraktionen sind: Gesamtproteinextrakt, Medium 
(Überstand), lösliche und unlösliche Fraktion. Die Signale sind sehr schwach und eine Bande in der löslichen 
Fraktion (Sternchen) könnte der AtAPY1-His entsprechen. Detektion mit Maus α-RGS-His Antikörper. (C) 
Wachstumskurven der Bl21 (DE) AtAPY1-His und AtAPY2-His nach Induktion (OD600 0,4).   Standard 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder 
 
Im Gegensatz zur AtAPY2-His (ohne Transmembrandomäne) konnte die AtAPY1-His 
(gesamter ORF) nicht oder nicht ausreichend in E. coli exprimiert werden. Die benötigte 
AtAPY1-His lässt sich nicht aus E. coli Bl21 (DE3) gewinnen. Die AtAPY2-His mit 
Transmembrandomäne und die AtAPY3-7 (Jian Yang, UT Texas Austin, USA, 
unveröffentlicht) können ebenfalls nicht in E. coli Bl21 (DE3) überexprimiert werden. Dass 
das vollständige Protein im Gegensatz zur verkürzten Variante nicht oder sehr schwach 
exprimiert wird, kann verschiedene Gründe haben: eine aktive AtAPY1-His könnte die 
Nukleosidtri- und -diphosphate hydrolysieren und das Wachstum inhibieren, wodurch auch 
die geringere Wachstumsrate im Vergleich zu AtAPY2-His zu erklären sein könnte 
(Abbildung 25C). Die AtAPY2-His ohne Transmembrandomäne ist wahrscheinlich 
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hydrophiler und könnte sekretiert werden, wodurch keine intrazellulären NTPs oder NDPs 
hydrolysiert werden. Die AtAPY1-His zeigt bei der Immundetektion im Westernblot ein sehr 
schwaches Signal in der löslichen Fraktion und nicht im Medium, was gegen eine Sekretion 
spricht. Obwohl die Transmembrandomäne der AtAPY1 hauptsächlich für die Verankerung in 
der Membran verantwortlich ist, ist es möglich, dass sie weiterhin wichtig für die 
enzymatische Aktivität der AtAPY1 ist. Durch die Transmembrandomäne könnte die AtAPY1-
His im Gegensatz zur AtAPY2-His (ohne Transmembrandomäne) anders gefaltet werden 
und durch eine geringe Aktivität das Bakterienwachstum und die Proteinexpression 
inhibieren. 
 
4.2.2. In vitro Translation der AtAPY1 
Nachdem eine Expression der AtAPY1 in E. coli nicht in ausreichender Reinheit und Menge 
durchführbar war, wurde die AtAPY1 in vitro translatiert. Die in vitro Translation ist eine 
schnelle Methode, um mehrere hundert µg Protein zu translatieren.  
Als Matrize diente PCR generierte, lineare DNA, die für die Atapy1-SNAP kodiert. Für die in 
vitro Translation wurden verschiedene Systeme getestet, die für lineare Matrizen und T7-
Promotor optimiert sind.  
Der „RTS 500 Wheat Germ CECF Kit― (5Prime) basiert auf Weizenkeimextrakt, der „Human 
In Vitro Protein Expression Kit― (Thermo Scientific) auf humanen HeLa-Zellextrakt, und der 
„TNT T7 Quick for PCR DNA― (Promega) basiert auf Retikulozytenextrakt. 
Für den „RTS 500 Wheat Germ CECF Kit― wurden zwei PCR-Schritte benötigt (overlapping 
PCR), um die Matrize zu generieren. Mit sequenzspezifischen Primern wurde bei der ersten 
PCR die Atapy1-Sequenz amplifiziert und mit einem produktspezifischen 5‗- und 3‗-
Überhang versehen. Dieser Überhang diente der zweiten Primerkombination („RTS WG Lin 
TempGenSet―, His-tag) als Matrize. Durch die zweite PCR wurde die Atapy1-Sequenz mit 
den für die in vitro Translation nötigen regulatorischen Elemente versehen. Nach der 1. PCR 
wurde das Produkt aus dem Agarose-Gel eluiert und für die 2. PCR genutzt. Auf Grund der 
vorgeschriebenen geringen Annealingtemperatur von 50 °C wurde in der 2. PCR nicht 
ausreichend, spezifisches Produkt gebildet, welches für die in vitro Translation genutzt 
werden konnte. Die jeweiligen Produktbanden sind in Abbildung 26 dargestellt. 
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Abbildung 26: Ergebnis der ersten und zweite PCR für in vitro Translation mittels „RTS 500 Wheat Germ 
CECF Kit“ 
Die erste PCR (PCR1) zeigt eine spezifische Bande bei 2276 bp, welche anschließend gereinigt wurde und als 
Matrize für die zweite PCR (PCR2) diente. Die zweite PCR zeigte eine Vielzahl unspezifischer Banden und es 
konnte nicht genug Matrize für die in vitro Translation erzeugt werden. Das erwartete spezifische Produkt der 
PCR2 (2441 bp) ist mit einem Sternchen gekennzeichnet. GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (St) 
 
Die Matrize für den „TNT T7 Quick for PCR DNA― wurde durch eine PCR amplifiziert, bei der 
am 5‗-Überhang der T7-Promotor und die Kozaksequenz (invitro_apy1_for) hinzugefügt 
wurden sowie am 3‗-Ende ein Poly-A Überhang. Die anschließende in vitro Translation 
erzeugte zirka 1 µg/µl AtAPY1-SNAP Protein. Die Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte 
densitometrisch über die Fluoreszenzmarkierung des SNAP-Tags mit BG-Vista Green im 
Vergleich zu E. coli exprimierten SNAP-His (Abbildung 27) und ergab 130 ng/µl. Der E. coli 
exprimierte SNAP-His wurde über eine Ni-NTA-Säule gereinigt und die Proteinmenge mit 
dem BCA-Test bestimmt (900 ng/µl). Durch die erfolgreiche Markierung der AtAPY1 über 
den SNAP-Tag konnte gleichzeitig die Aktivität des Tags nachgewiesen werden, da dieser 
enzymatisch das Fluoreszenzsubstrat an das Fusionsprotein bindet.  
Im Gegensatz zum AtAPY1-SNAP konnte mit dem „TNT T7 Quick for PCR DNA― kein 
AtAPY1-GFP Protein translatiert werden. Als Vorwärtsprimer wurde ebenfalls der 
invitro_apy1_for gewählt und als Rückwärtsprimer der Apy-GFPrev. Nach der PCR wurde 
ausreichend Produkt amplifiziert, allerdings konnte bei der anschließenden in vitro 
Translation kein AtAPY-GFP Protein erzeugt werden. Weder in der SDS-PAGE noch im 
Western Blot durch Detektion mittels Maus α-GFP Antikörpern und einer sekundären Ziege 
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Abbildung 27: In vitro translatierte AtAPY1-SNAP im Vergleich mit SNAP aus E. coli  
Markierung des SNAP-Proteins (20 kDa) aus E. coli in verschiedenen Konzentration (16 -5 µg) und AtAPY1-
SNAP (Sternchen) durch BG-Vista Green (grün). Autofluoreszenz des Standards (rot). Anregung BG-Vista Green 
mit 488 nm Laser, Detektion 520BP40Cy2, ECL+, FAM Filter (PMT 450), Anregung Autofluoreszenz bei 633 nm, 
Emission 670BP30Cy5 Filter (PMT 600), Standard PageRuler™ Unstained Protein Ladder (St). Abbildung aus 
Boden, 2009. 
 
Der „Human In Vitro Protein Expression Kit― ist in Transkription und Translation gegliedert. 
Die DNA-Matrize für die in vitro Translation wurde über mehrere PCR-Schritte generiert. 
Zuerst wurde vom pT7CFE1-CHIS-Vektor der T7-Promotor und regulatorische Elemente 
amplifiziert (Abbildung 28A, 600 bp T7/IRES) und die Atapy1 mit einem C-terminalen His-
Tag (6x His) und einem N-terminalen spezifischen Überhang fusioniert (Abbildung 28A, 
1416 bp Apy1-His). Nach der Auftrennung und Reinigung der Fragmente wurden beide DNA-
Amplifikate mittels Overlap-Extension-PCR fusioniert (Abbildung 28B, 2016 bp Extension 
PCR). Das finale PCR-Produkt wurde gereinigt und gefällt. Für die anschließende in vitro 
Transkription wurden 500 ng Ausgangs-DNA eingesetzt und wie beschrieben translatiert. Die 
Produktbildung wurde mittels Western Blot analysiert (Abbildung 28C). Bereits 1 µl Protein 
aus dem in vitro Translationsansatz konnte durch den Maus α-RGS-His spezifischen 
Antikörper bei zirka 60 kDa nachgewiesen werden. Bei dem nachgewiesenen Protein 
(erwartet bei 51 kDa) könnte es sich auch um endogene Histidine handeln, da sich in den 
Negativkontrollen (ohne PCR-Matrize) ebenfalls Banden bei zirka 60 kDa detektieren ließen. 
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Abbildung 28: In vitro Translation AtAPY1-His durch den „Human In Vitro Protein Expression Kit“  
Die Ausgangs-DNA-Sequenz wurde über mehrere PCR-Schritte generiert. (A) PCR-Produkte für die Overlap-
Extension PCR. T7/IRES-Elemente wurden vom pT7CFE1-CHIS-Vektor amplifiziert und ergaben eine 
Produktgröße von 600 bp. Die Atapy1-His Sequenz wurde aus pDONR221(mit Atapy1-SNAP-Insert) amplifiziert 
und mit einem His-Tag fusioniert (1416 bp). Die produktspezifischen Banden wurden gereinigt und für die 
Overlap-Extension-PCR eingesetzt. (B) Overlap-Extension-PCR (Extension PCR) mit einer Produktgröße von 
2016 bp. Das Produkt wurde gereinigt, gefällt und 500 ng für die in vitro Translation eingesetzt. (C) Ergebnis der 
in vitro Translation der AtAPY1-His durch Western Blot Analyse. Es wurden 1, 5 und 10 µl des in vitro Ansatzes 
aufgetrennt und mit Maus α-RGS-His /Ziege α-Maus IgG-HRP detektiert. St = GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 
Standard PageRuler™ Unstained Protein Ladder  
 
4.2.3. Reinigung der AtAPY1 aus A. thaliana 
Wie bereits erwähnt, ist die Expression der AtAPY1 unter dem nativen Promotorbereich zu 
gering für eine quantitative Proteinreinigung. Dies trifft für die AtAPY1 aus dem Wildtyp und 
die DKO-SNAP Pflanzen zu. Die AtAPY1-GFP dagegen steht unter der Kontrolle des 35S-
Promotors und wird stark überexprimiert. Aus zirka zehn Tage alten Schüttelkulturen von 
AtAPY1-GFP Pflanzen wurden die Proteine isoliert und speziell für den GFP-Tag über den 
„µMACS™ Epitope Tag Protein Isolation Kit― gereinigt. Die Elution der AtAPY1-GFP erfolgte 
nativ durch einen pH-Wechsel. Nach dem Waschen wurde die Proteinsuspension mit 
Elutionspuffer pH 11,8 inkubiert und in ein Reagiergefäß mit 1 M MES pH 3 zur 
Neutralisierung eluiert. Abschließend wurde auf der Matrix verbleibendes Protein mit SDS-
Gelladepuffer denaturierend gelöst. Die Wasch- und Elutionsschritte wurden auf einer SDS-
PAGE aufgetrennt und mit Western Blot detektiert (Maus IgG α-GFP-HRP). 
In der nachfolgenden Abbildung 29 ist die kolloidale Coomassiefärbung der einzelnen 
Fraktionen und die anschließende Immundetektion dargestellt. Durch die einzelnen 
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Waschschritte konnte AtAPY1-GFP gereinigt, aber nicht alle unspezifischen Proteine 
abgetrennt werden. Vor allem sehr abundante Proteine wie die Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/-Oxygenase sind in allen Fraktionen sichtbar (Abbildung 29A). Nach Detektion 
der Proteine mittels Maus ɑ-GFP Antikörpern sind deutliche GFP-spezifische Banden 
sichtbar. Ein Teil des Proteins hat nicht an der Matrix gebunden und befand sich im 
Durchfluss. Bei dem ersten Elutionsschritt wurde sehr viel AtAPY1-GFP, aber auch viele 
unspezifische Proteine oder Abbauprodukte eluiert (Abbildung 29B). Für weitere Versuche 
wurde deshalb mit den Elutionsfraktionen E2 und E3 gearbeitet.  
 
 
Abbildung 29: Reinigung der AtAPY1-GFP aus A. thaliana 
Die durch den 35S-Promotor überexprimierte AtAPY1-GFP wurde mit dem „µMACS
™
 Epitope Tag Protein 
Isolation Kit― gereinigt, mittels SDS-PAGE (10 %) aufgetrennt, kolloidal Coomassie gefärbt (A) und mit Maus ɑ-
GFP Antikörpern detektiert (B). Oberhalb der 70 kDa befindet sich die AtAPY1-GFP (A, Sternchen). Im Western 
Blot wurden zwei unabhängige Proteinisolate und –reinigungen aufgetragen. Neben der AtAPY1-GFP befinden 
sich vor allem in den ersten Eluaten (E1 und E2) unspezifische Proteine. Im Bereich von 20 kDa konnte freies 
GFP detektiert werden.  
Standard PageRuler™ Prestained Protein Ladder (St), DF = Durchfluss, E1-E3 = Elution 1 – 3 
 
4.2.4. Aktivitätsbestimmung der AtAPY1  
Dier Aktivität der Apyrase (NEB) und der alkalischen Phosphatase (CIAP) wurden nach 
Tognoli und Marre et al. (1981) bestimmt (Abbildung 30A). Die Aktivität der alkalischen 
Phosphatase stieg im basischen (ab pH 8, ATP) stark an und erreichte ihr Maximum bei 
pH 9,5 (Abbildung 30A). Dies bestätigt die aus der Literatur bekannten Werte, bei der die 
CIAP ein Aktivitätsmaximum bei pH 9-10 hat (Morton, 1955). Die Apyrase von NEB dagegen 
zeigte bereits bei pH 6 eine steigende Aktivität, die bei pH 9,5 abfiel. Ihr Aktivitätsmaximum 
wurde vom Hersteller (NEB) für pH 6,5 angegeben, was in der vorliegenden Arbeit nicht 
bestätigt werden konnte. Die Aktivität wurde mit dem Malachitgrün-Test und mit niedrigen 
Phosphatkonzentrationen reproduziert werden (Abbildung 30B).  
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Abbildung 30: Eisensulfat- und Malachitgrün-Test  
Alle Ansätze wurden dreimal als unabhängige Doppelbestimmungen durchgeführt. Die Apyrase besitzt ein breites 
pH-Spektrum mit einem Optimum im basischen Bereich bei pH 9. Die CIAP hat ihr pH-Optimum wie erwartet bei 
pH 8-9,5. Der Eisensulfat-Test (Tognoli und Marre, 1981) etabliert mit CIAP (1 U/µl) und Apyrase (NEB, 0,05 U/µl) 
bei 720 nm. Die Das pH-Optimum der CIAP wurde mit 3 mM ATP und 3 mM AMP und das der Apyrase mit 3 mM 
ATP bestimmt. (B) Malachitgrün-Test (Bernal et al., 2005) etabliert mit Apyrase (NEB, 0,05 U/µl) und 3 mM ATP 
bei 562 nm. Zur Verfügung gestellt von Rea Gürtler 
 
Nachfolgend wurden die in vitro translatierte AtAPY1-SNAP und die nativ eluierte AtAPY1-
GFP im Malachitgrün-Test. Weder für das in vitro Translationsprodukt noch für die nativ 
eluierte Apyrase konnte eine Aktivität nachgewiesen werden. Durch fehlende 
posttranslationale Modifikationen und Faltungen des Proteins bei der in vitro Translation 
kann es zu einem Aktivitätsverlust gekommen sein. Wie bereits erwähnt, könnten die in 
Abbildung 28 detektierten Banden endogene Histidine zeigen und so keine erfolgreiche 
Translation stattgefunden haben. Die Probleme bei der in vitro Translation könnten in der 
enzymatischen Aktivität der Apyrase begründet sein. Durch die Hydrolyse von NTPs und 
NDPs könnte die Apyrase die Translation hemmen, indem benötigte Nukleotide (ATP, GTP) 
abgebaut werden und der Translation nicht mehr zur Verfügung stehen. Ein weiteres 
Problem kann die Transmembrandomäne darstellen. Durch die fehlende hydrophobe 
Umgebung könnte sich die Transmembrandomäne fehlerhaft falten oder zu Aggregationen 
führen, was die Aktivität ebenfalls hemmen könnte.  
Bei der nativen Elution der AtAPY1-GFP von Matrix durch pH-Wechsel könnten die 
Elutionsbedingungen zu stringent gewesen sein, was zur Denaturierung und 
Funktionsverlust des Proteins führte. Dafür sprechen erste erfolgreiche Experimente zur 
Aktivitätsmessung der AtAPY1-GFP aus A. thaliana (Bachelorarbeit Anna Reichel, Stand Juli 
2011). Dabei wurde die AtAPY1-GFP an einer GFP-Trap®_A Matrix immobilisiert und direkt 
ohne Elution im weniger sensitiven Eisensulfat-Test eingesetzt. Im Gegensatz zur nativ 
eluierten Apyrase zeigte, die an der Matrix immobilisierte AtAPY1-GFP eine Apyraseaktivität 
im Vergleich zur Wildtypkontrolle.  
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5. Diskussion 
Bisher wurden zwei Apyrasen – AtAPY1 und AtAPY2 – in A. thaliana als funktionell 
beschrieben (Steinebrunner et al., 2000). Knockoutstudien durch T-DNA Insertionen (Wolf et 
al., 2007; Wu et al., 2007) und Sequenzvergleiche (Steinebrunner et al., 2000) lassen eine 
redundante Funktion der beiden Apyrasen vermuten. Neben der zellulären Funktion war 
auch die Lokalisation der AtAPY1 und AtAPY2 in A. thaliana unbekannt. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit sollte die AtAPY1 subzellulär lokalisiert und biochemisch charakterisiert 
werden, um Rückschlüsse auf die Funktion der AtAPY1 und AtAPY2 in Arabidopsis ziehen 
zu können. Auf Grund der vermuteten Redundanz der beiden Proteine und der Vorarbeiten 
lag der Fokus auf der AtAPY1.  
 
5.1. Bedeutung der Lokalisation der AtAPY1 für die Apyraseforschung 
Die ubiquitär vorkommenden Apyrasen wurden sowohl in tierischen Zellen als auch in 
Pflanzen und Hefen größtenteils als Ektoapyrasen in der Plasmamembran lokalisiert.  
Die Lokalisation der Apyrasen im Golgi erfolgte fast ausschließlich über Aktivitätsbe-
stimmung (Abeijon et al., 1993; Orellana et al., 1997; Gao et al., 1999), Proteinreinigung 
durch Dichtegradientenzentrifugation (Day et al., 2000) oder über Proteomanalyse (Dunkley 
et al., 2006). Auf subzellullärer Ebene wurde 1998 erstmalig durch Wang und Guidotti eine 
humane UDPase (Apyrase) fusioniert mit einem myc-Tag in COS-7 Zellen exprimiert und 
über Immunfluoreszenz im Golgi lokalisiert. Die Lokalisation einer Golgi-Apyrase in ihrem 
ursprünglichen Organismus erfolgte bisher nicht. Durch die geringe Abundanz endogener 
Apyrasen ist deren Lokalisation sehr schwierig. Auch für die AtAPY1 aus A. thaliana wurde 
auf Grund der Vorarbeiten eine Lokalisation in der Plasmamembran angenommen, die im 
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden sollte. Überraschender Weise wurde die AtAPY1 
ausschließlich im Golgi-Apparat nachgewiesen, eine Lokalisation in der Plasmamembran 
konnte mit den durchgeführten Experimenten widerlegt werden. Erstmalig wurde mit dieser 
Arbeit eine pflanzliche Apyrase im Golgi beschrieben, und eine Fehllokalisation konnte durch 
Komplementations- und Co-Lokalisationsstudien ausgeschlossen werden. Die bisherige 
Forschung, die sich auf die extrazelluläre ATP-Signaltransduktion im Zusammenhang mit der 
AtAPY1 stützte, muss somit überdacht und in einem anderen Kontext diskutiert werden. Die 
Lokalisation im Golgi-Apparat ergibt für die Apyraseforschung neue, entscheidende 
Forschungsansätze, die die Funktionsaufklärung der AtAPY1 im Golgi voraussetzen.  
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5.2. Funktion der AtAPY1 im Golgi-Apparat 
Durch indirekte Versuche wurden die beiden redundanten Apyrasen –  AtAPY1 und 
AtAPY2 –  in der Plasmamembran vermutet (Song et al., 2006; Wu et al., 2007; Clark et al., 
2011). Durch Zugabe von polyklonalen ɑ-AtAPY1-Antikörpern zu Pollenschläuchen wurde 
deren Wachstum um 40 % inhibiert und gleichzeitig stieg die extrazelluläre ATP-
Konzentration (Wu et al., 2007). Clark et al. (2011) dagegen zeigten mit Versuchen an 
Schließzellen den Anstieg von eATP. Bei Zugabe von polyklonalen ɑ-AtAPY1-Antikörpern 
oder Apyraseinhibitoren stieg der eATP-Gehalt, was zum Schließen der Spaltöffnungen 
führte. In beiden Experimenten wurde die Apyrase inhibiert und kann das eATP nicht mehr 
hydrolysieren, was zum Anstieg der ATP-Konzentration führt. Ein weiteres Experiment, 
welches die Apyrase in der Plasmamembran vermuten lässt, wurde von Song et al. (2006) 
durchgeführt. Rosettenblätter wurden mit ATP infiltriert und anschließend das Level an 
produzierten Superoxiden (O2
-) gemessen. Eine erhöhte eATP Konzentration führte bei den 
Pflanzen ebenfalls zu einer erhöhten Produktion von Superoxiden. Apyrasemutanten 
dagegen, welche die Atapy2 überexprimierten, zeigten einen geringeren Anstieg der O2
- 
Produktion als der Wildtyp, was auf eine direkte Regulation der eATP-Konzentration durch 
die Apyrase hinweist (Song et al., 2006).  
Neben den beschriebenen, indirekten Lokalisationshinweisen wurde die bekannte 
Aminosäuresequenz der AtAPY1 (NP_187058) genutzt, um die subzelluläre Lokalisation 
mittels Computerprogrammen ermitteln zu lassen. Die benutzten Programme sagten eine 
Lokalisation der AtAPY1 in Mitochondrien (PSORT (Horton et al., 2007); SubLoc (Hua und 
Sun, 2001); TargetP (Emanuelsson et al., 2000)), in Chloroplasten (PSORT (Horton et al., 
2007)), endoplasmatisches Retikulum (PSORT (Horton et al., 2007)) oder als unbekannt 
(TargetP (Emanuelsson et al., 2000)) voraus.  
Die AtAPY1 wurde durch zwei unabhängige Methoden lokalisiert: zum einen wurden 
Doppelknockout-Pflanzen mit dem AtAPY1P::AtAPY1-SNAP Konstrukt komplementiert und 
mittels eines SNAP spezifischen polyklonalen Antikörpers durch Immunfluoreszenz 
lokalisiert. Zum anderen wurden für die Co-Lokalisationsstudien und in vivo Aufnahmen 
Arabidopsis-Pflanzen verwendet, die ein 35S::AtAPY1-GFP Konstrukt enthielten. Wider 
Erwarten zeigten beide Methoden eine Lokalisation der AtAPY1 in vesikelartigen Strukturen. 
Durch Co-Lokalisation mit den Golgimarkerproteinen Got1p -Homolog, MEMB12 und SYP32, 
sowie durch die BFA-Sensitivität des AtAPY1-GFP positiven Organells und der fehlenden 
Co-Lokalisation mit dem Vesikelmarkerprotein RabE1d und dem endozytotischen 
Markerfarbstoff FM4-64 konnte die AtAPY1 dem Golgi-Apparat zugeordnet werden.  
Die Funktion der AtAPY1 im Golgi-Apparat ist bisher unbekannt. Alle vorangegangenen 
Experimente zur Funktion der Apyrase in Arabidopsis setzten eine Lokalisation in der 
Plasmamembran voraus, welche für die AtAPY1 nicht bestätigt werden konnte. 
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Möglicherweise befindet sich trotz redundanter Funktion die AtAPY2 oder eine der Apyrasen 
3 bis 7 in der Plasmamembran. Der für die Experimente zur Apyraseinhibierung genutzte 
Antikörper (Wu et al., 2007) wurde durch die in E. coli überexprimierte AtAPY1 hergestellt 
und bindet wahrscheinlich an eine der vier apyrasekonservierten Domänen (ACR), die bis zu 
100 % identisch sind (ACR1 AtAPY1 und AtAPY2). Neben den Arabidopsis Apyrasen 
erkennt der Antikörper Apyrasen in Baumwollfasern (Clark et al., 2010) und Tomaten 
(persönliche Mitteilung Dr. Roux, UT Austin, Texas, USA). Eine Lokalisation einer anderen 
Apyrase (AtAPY2-7) in der Plasmamembran ist somit nicht auszuschließen.  
Die Rolle der AtAPY1 im Golgi-Apparat könnte homolog der Rolle der GDA1 und YND1 aus 
Hefe (Abeijon et al., 1993; Gao et al., 1999) und der Golgiapyrase in der Erbse (Orellana et 
al., 1997; Neckelmann und Orellana, 1998) sein, wodurch sich eine Reihe der beobachteten 
Phänotypen beim Apyrasedoppelknockout in Arabidopsis erklären lassen.  
In der Einleitung wurde bereits die Funktion der Golgiapyrase als „latente UDPase― 
beschrieben. Nachfolgend werden die veränderten Phänotypen beim partiell 
komplementierten DKO der Apyrase im Zusammenhang mit der AtAPY1 als Golgi-Apyrase 
diskutiert. 
 
5.2.1. Akkumulation von Stärkegranula in Chloroplasten  
Die partielle Komplementation des letalen Apyrase DKOs durch die Transformation der 
Atapy2 unter der Kontrolle des pollenspezifischen Promotors SPIK führte zur Aufhebung der 
männlichen Sterilität und zum Pollenschlauchwachstum (Wolf et al., 2007). Die partiell 
komplementierten DKOs bildeten keine Primärblätter und starben im Kotyledonenstadium 
ab. Im Gegensatz zu Wildtyppflanzen befanden sich in den Chloroplasten mehr und größere 
Stärkegranula (Wolf et al., 2007). Dieser Phänotyp könnte durch eine fehlende oder 
verringerte Apyraseaktivität im Golgi zu erklären sein (Abbildung 31). Das während des 
Calvin-Zykluses synthetisierte Triosephosphat (1) wird durch eine Phosphat-Antiporter (2) 
aus den Chloroplasten ins Zytosol transportiert (Lunn, 2007; Hummel et al., 2010), in 
mehreren Schritten zu UDP-Glukose umgewandelt (3) (beschrieben in Baroja-Fernandez et 
al., 2004) und durch einen UMP/UDP-Glukose Antiporter in das Golgilumen transportiert (4) 
(Munoz et al., 1996; Gao et al., 1999). Wie bereits am Anfang der Arbeit beschrieben, 
hydrolysiert, die im Golgi lokalisierte Apyrase das von der UDP-Glukose freigesetzte UDP zu 
UMP und anorganischem Phosphat. Das freigesetzte anorganische Phosphat wird wie das 
UMP aus dem Golgilumen in das Zytosol transportiert (4) und im Antiport zum 
Triosephosphat in die Chloroplasten befördert (2) (Lunn, 2007; Hummel et al., 2010). Wenn 
dieser Zyklus durch eine verringerte oder keine Apyraseaktivität inhibiert werden sollte (roter 
Balken (4)), könnte es zur Akkumulation von Stärkekörnern in den Chloroplasten kommen. 
Das gebildete Triosephosphat kann nicht mehr ausreichend von den Chloroplasten ins 
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Zytosol transportiert werden und wird in den Chloroplasten zu ADP-Glukose (5) und weiter 
zu Stärke umgewandelt (6). Normalerweise wirkt das im Zytosol freie anorganische 
Phosphat inhibierend auf die Stärkesynthese (7) (Lunn, 2007), welches durch die reduzierte 
Apyrasefunktion im Golgi in geringeren Konzentrationen im Zytosol vorliegen könnte. Durch 
den reduzierten Transport in den Golgi-Apparat könnte sich die UDP-Glukose im Zytosol 
akkumulieren und über mehrere Schritte in Saccharose umgewandelt werden (8) (Baroja-
Fernandez et al., 2001). Eine erhöhte Saccharosekonzentration im Zytosol, kann durch die 
Saccharosesynthase zu ADP-Glukose umgebaut werden (9), welches im Antiport zu ADP in 
die Chloroplasten transportiert (10) und bei der Stärkesynthese verwendet wird (6). ADP 
wiederum ist ein Produkt der Stärkesynthese und wird in den Chloroplasten gebildet (6) 
(Baroja-Fernandez et al., 2001).  
 
Abbildung 31: Verstärkte Bildung von transitorischer Stärke im Apyrasedoppelknockout  
Das im Calvin-Zyklus gebildete Triosephosphat (Triose-P, 1) wird im Austausch von Pi ins Zytosol transportiert (2) 
und in UDP-Glukose (UDP-G) umgewandelt. Unter natürlichen Umständen wird die UDP-G im Antiport zu UMP 
(4) in den Golgi-Apparat transportiert, der Zuckerrest auf Glykoproteine übertragen (nicht dargestellt) und das 
UDP von der Apyrase hydrolysiert. Wenn die Golgifunktion gestört ist, akkumuliert die UDP-G im Zytosol und wird 
über mehrere Schritte zu ADP-Glukose (ADP-G, 8,9) umgebaut. Die ADP-G wird in die Chloroplasten 
transportiert (10) und zu Stärke synthetisiert (6). Durch eine zu geringe Konzentration an Pi im Zytosol kann der 
Transport von Triose-P ins Zytosol reduziert sein (2), und es erfolgt eine Umwandlung zu ADP-G (5) und 
Stärkesynthese (6) in den Chloroplasten. Freies anorganisches Phosphat hat neben der Eigenschaft als 
Antiporter noch eine inhibierende Wirkung auf die Bildung von ADP-G (7). Die schwarzen Pfeile stellen den 
Zustand in der Wiltdtypzelle und die roten Pfeile und Balken den Apyrasedoppelknockout dar. Modifiziert nach 
Baroja-Fernandez et al., 2001. 
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Das Apyrasen eine Rolle beim Stärkeauf oder -abbau spielen, zeigten ebenfalls Riewe et al. 
(2008) in Kartoffeln (Solanum tuberosum). Durch einen Knockdown der StAPY1 und StAPY3 
durch RNAi-Konstrukte kam es ähnlich wie beim Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 zur 
Akkumulation von Stärke. Im Gegensatz zu Wolf et al. (2007) wiesen Riewe et al. (2008) 
eine erhöhte Stärkemenge in Kartoffelknollen und nicht bei transitorischer Stärke nach. 
Unabhängig von der Apyraseaktivität haben Hummel et al. 2010 erstmalig einen 
Zusammenhang zwischen der Stärkeakkumulation in Chloroplasten und dem Golgi-Apparat 
gezeigt. Durch Behandlung mit BFA oder Knockout des Sar1p-Proteins wurde auch der 
Stärkemetabolismus gestört. Das Sar1p-Protein ist eine GTPase, welche in der 
Vesikeltransport zwischen endoplasmatischem Retikulum und dem Golgi-Apparat involviert 
ist (daSilva et al., 2004) und deren Knockout zur Unterbrechung des sekretorischen Weges 
führt. Beim Doppelknockout der Arabidopsis Apyrasen könnte es ebenfalls zur Inhibierung 
der Golgi-Funktion und somit zur Akkumulation der Stärkegranula kommen. 
Die genauen Zusammenhänge zwischen einer Apyraseaktivität, dem Golgi-Apparat und der 
Regulation von transitorischer Stärke in den Chloroplasten oder Speicherstärke in den 
Kartoffelknollen bleiben weiterhin ungeklärt und müssen noch experimentell untersucht 
werden.  
 
5.2.2. Rolle der Apyrasen bei der Zelldifferenzierung 
Wie bereits beschrieben, ist der Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 letal. Durch partielle 
Komplementation mit einem pollenspezifischen Promotor konnte die Pflanzen jedoch bis ins 
Kotyledonenstadium gerettet werden. Diese Pflanzen zeigten im Gegensatz zum Wildtyp 
einen stark veränderten Phänotyp (Wolf et al., 2007). Das Wurzel- und Stengelmeristem-
wachstum war eingeschränkt, und die Anordnung der Schließzellen in der Epidermis erfolgte 
in Aggregaten anstatt homogen über die Oberfläche verteilt. Ebenso hatten die 
Epidermiszellen eine veränderte Morphologie und zeigten nicht die für sie typische gelappte 
Struktur (Wolf et al., 2007). Dieser Phänotyp zeigt, dass die Apyrase vermutlich primär oder 
sekundär einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung hat. Nachfolgend wird der mögliche 
Einfluss der Apyrase auf die Zelldifferenzierung anhand der Stomatacluster diskutiert. 
Die Spaltöffnungsapparate auf der abaxialen Blattseite sind wichtig für den geregelten Gas- 
und Wasseraustausch. Schließzellen, welche die Spaltöffnung regulieren, differenzieren sich 
während der Blattentwicklung aus meristemoiden Mutterzellen. Die Anzahl der Schließzellen 
werden bisher nicht nachweislich durch abiotische Faktoren reguliert (Royer, 2001). Die 
Differenzierung der Schließzellen aus den meristemoiden Mutterzellen beginnt mit der 
Bildung von Meristemoiden, und die anschließende Teilung erfolgt entweder symmetrisch 
über eine Vorläuferzelle (Guard mother cell) oder asymmetrisch. Bei der asymmetrischen 
Teilung entstehen erneut ein Meristemoid und eine größere Schwesterzelle, die sich zu einer 
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Epidermiszelle entwickelt. Um einen optimalen Gas- und Wasseraustausch über die 
gesamte Blattunterseite zu gewährleisten, werden nie zwei Spaltöffnungsapparate 
aneinander angrenzend gebildet. Jeder Spaltöffnungsapparat ist durch mindestens eine 
Epidermiszelle von der nächsten Schließzelle getrennt (one-cell spacing pattern). Einen 
umfangreichen Überblick über die Schließzellendifferenzierung geben (Geisler et al., 2000; 
Nadeau und Sack, 2002b; Bergmann und Sack, 2007). Die Differenzierung der unteren 
Epidermis in Schließzellen und Epidermiszellen ist ein stark regulierter Prozess. Die bisher 
identifizierten Proteine, die mit einem Defekt der Spaltöffnungsdifferenzierung in Verbindung 
gebracht werden, befinden sich entweder im Zellkern (Conchon et al., 1999; Suzuki et al., 
2002; Lai et al., 2005; Ryu et al., 2005; Wang et al., 2010), in der Plasmamembran (Gray et 
al., 2000; Nadeau und Sack, 2002a; Von Groll et al., 2002; Petricka et al., 2009) oder im 
Zytosol (Petricka et al., 2009) (Übersicht in Nadeau und Sack, 2002b; Bergmann und Sack, 
2007). Die Regulation der Zelldifferenzierung erfolgt über eine Signalkaskade beginnend mit 
Membranrezeptoren. Spezifische Rezeptoren wie ERf (Erecta gene family) und TMM (Too 
many mouths), beide zugehörig zu LRR-RLP (leucine-leucine repeat receptor-like protein), 
dimerisieren bei der Bindung von extrinsischen Faktoren an den ERf, die wahrscheinlich von 
den benachbarten Zellen sekretiert werden. Sie leiten das Signal über eine MAP-Kinase 
Kaskade (Mitogen aktiviertes Protein) zum Zellkern, wo Transkriptionsfaktoren wie MUTE, 
SPCH (Speechless) und FAMA inhibiert oder aktiviert werden. Durch den Knockout einzelner 
Gene wie dem TMM, ERf oder der Transkriptionsfaktoren kommt es zur Unterbrechung der 
Signalkaskade und einer unkontrollierten Differenzierung der Schließzellen. Dies führt zu 
einer unterschiedlich starken Anhäufung von Schließzellen und einer inhomogenen 
Verteilung auf der Blattepidermis (unter anderem beschrieben in Geisler et al., 2000; Nadeau 
und Sack, 2002b; Bergmann und Sack, 2007). Die bisher charakterisierten Gene und 
Proteine haben zu unterschiedlichen Zeitpunkten einen direkten Einfluss auf die 
Differenzierung der Schließ- und Epidermiszellen.  
Beim Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 kommt es ebenfalls zur Häufung von 
Schließzellen und einer inhomogenen Verteilung (Abbildung 7, Wolf et al., 2007). Die 
AtAPY1 wurde entgegen den Erwartungen im Golgi-Apparat lokalisiert, und da die Funktion 
der AtAPY1 und AtAPY2 redundant zu sein scheint (Wolf et al., 2007; Wu et al., 2007), wird 
auch die AtAPY2 im Golgi vermutet. Es wäre aber auch möglich, dass AtAPY1 und AtAPY2 
nicht redundant sind und die AtAPY2 in der Plasmamembran lokalisiert ist. Seit 2011 ist 
bekannt, dass die AtAPY2 eine Splicevariante besitzt, die um Exon 2 und 3 im Vergleich zur 
Gesamtlänge verkürzt ist. Die AtAPY2 wird in der Datenbank TAIR (The Arabidopsis 
Information Resource) als Golgi-lokalisiert beschrieben, die Vorhersageprogramme tendieren 
zu einer Lokalisation in der Plasmamembran (PSORT (Horton et al., 2007); TargetP 
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(Emanuelsson et al., 2000)). Die subzelluläre Lokalisation in vivo wurde allerdings noch nicht 
erbracht. 
Bei einer Lokalisation in der Plasmamembran könnte die AtAPY2 zur Degradation für 
extrinsische Signale dienen (wie in Abbildung 3 in der Einleitung beschrieben). Die Art von 
Signalen, welche von den Nachbarzellen sekretiert werden, ist bisher unbekannt, und es 
könnten unter Umständen auch NTPs oder NDPs involviert sein. Bisher ist allerdings kein 
Nukleosidtri- oder -diphosphatrezeptor in Pflanzen nachgewiesen worden.  
Wahrscheinlicher ist jedoch die Möglichkeit, dass die Stomatacluster einen sekundären 
Effekt beim Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 darstellen. Wie bereits im Abschnitt 
„Lokalisation der AtAPY1 im Golgi-Apparat― und in der Einleitung „Apyrase und Golgi― 
beschrieben wurde (Baroja-Fernandez et al., 2004), könnte die AtAPY1 im Golgi eine 
„latente UDPase― darstellen, wie die Apyrase in der Erbse (Orellana et al., 1997; 
Neckelmann und Orellana, 1998). Die NDP-Zucker, die ins Golgi transportiert werden, 
werden durch die Glykosyltransferase auf ein Akzeptormolekül übertragen. Die Apyrase 
hydrolysiert die freien Nukleosiddiphosphate, welche inhibierend auf die Glykosyltransferase 
wirken würden (Staver et al., 1978). Die Nukleosidmonophosphate werden im Antiport zu 
den NDP-Zuckern ins Zytosol transportiert (Munoz et al., 1996; Gao et al., 1999). Die 
Akzeptormoleküle der Zuckerreste können Lipide, Proteine oder Polysaccharide sein – 
wichtige Komponenten der Extrazellulären Matrix (ECM). Die ECM besteht zum Großteil aus 
Zellulose, welche in einem Netzwerk aus Hemizellulose und Pektin eingelagert ist. 
Strukturproteine wie Extensine und Glykoproteine wie Arabinogalaktan-Proteine (Showalter, 
1993) bringen Stabilität in die Zellwand. Die Zellulose wird in der Plasmamembran durch 
einen Zellulosesynthasekomplex synthetisiert. Die anderen Polysaccharide werden in den 
Golgizisternen gebildet und über Exozytose in den Apoplasten transportiert (Ray et al., 1969; 
Ridley et al., 2001; Lerouxel et al., 2006; Mohnen, 2008).  
Die ECM ist ein sehr dynamisches System, welches sich in jedem Entwicklungsstadium der 
Pflanze in seiner Zusammensetzung ändert. Nach der Zellteilung lagern sich Zellulose-
fibrillen um die Zelle. Für Wachstum und Differenzierung bilden die Zellen eine sekundäre 
Zellwand, die vorrangig aus Zellulose und Lignin, aber auch anderen Polysacchariden wie 
Xylan besteht (Gibeaut und Carpita, 1994). Die durch Wolf et al. (2007) untersuchten, partiell 
komplementieren Pflanzen befanden sich noch im Kotyledonenstadium, in dem keine 
sekundäre Zellwand ausgebildet wird, sondern eine Akkumulation von Polysacchariden 
(vorrangig Pektine) im apoplastischen Spalt zwischen Zellmembran und primärer Zellwand 
stattfindet (Gibeaut und Carpita, 1994). Die Zusammensetzung der Zellwand in den 
einzelnen Entwicklungsstadien ist wichtig für die Pathogenabwehr, die weitere 
Differenzierung und das Wachstum, da die einzelnen Komponenten als Signalmoleküle 
fungieren (Brownlee, 2002; Steinwand und Kieber, 2010).  
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Wie bereits bei der Differenzierung der Schließzellen erwähnt, zeigen Mutationen von Genen 
in MAP-Kinase Kaskade oder bei LRR-Rezeptoren (leucine-leucine repeat receptor-like 
protein) eine Anhäufung der Stomata. Mutationen in LRR-Proteinen wie dem LRX1 
(LRR/Extensin1) in den Wurzelhaaren zeigen verkürzte und geschwollene Wurzelhaare, 
deren Längenwachstum inhibiert ist (Baumberger et al., 2001). Baumberger et al. (2001) 
schließen daraus, dass die LRR –  speziell das LRX1 – wichtig für die Zellwandbildung und 
Zelldifferenzierung sind. Das LRX1 besitzt eine Extensindomäne (Baumberger et al., 2001; 
Ringli, 2010). Die Extensine sind mit Arabinose und Galaktose glykosylierte Strukturproteine. 
Nach der Sekretion in die ECM binden sie an die Extensindomäne und verleihen der 
Zellwand Stabilität bei der Pathogenabwehr und der Zellstreckung und –differenzierung 
(zusammengefasst in Showalter, 1993). Die O-Arabinose Glykosylierung der Extensine 
erfolgt im Golgi-Apparat (Moore et al., 1991) mittels UDP-Arabinose durch die Arabinosyl-
Transferase – eine spezielle Glykosyltransferase (Karr, 1972). Der Großteil der Extensine 
werden in der Wurzel exprimiert, Extensin-ähnliche Proteine (Hruz et al., 2008; U.S. National 
Library of Medicine, National Institutes of Health, 2011) und Zellwand-assoziierte Kinasen 
(WAK, Kohorn et al., 2006) befinden sich jedoch in anderen Zelltypen und 
Entwicklungsstadien. Ähnlich wie die Extensine die Zelldifferenzierung in den Wurzelhaaren 
beeinflussen, ist eine Regulation der Spaltöffnungsdifferenzierung über andere 
Glykoproteine oder -lipide im Blatt denkbar. Welche Komponente oder ob ein 
Zusammenspiel verschiedener Proteine und Lipide für den Phänotyp verantwortlich sind, 
steht nicht fest. Im Vergleich der Zellwandbestandteile von Schließzellen und 
Mesophyllzellen konnte in den Schließzellen ein erhöhter Anteil an Fucose glykosylierten 
Bestandteilen und Arabinogalactan-Proteinen, sowie Kallose in punktförmiger Verteilung 
nachgewiesen werden (Majewska-Sawka et al., 2002). Die genaue Zusammen-setzung der 
Zellwände von Schließzellen ist allerdings noch unbekannt.  
Der Einfluss der AtAPY1 auf die Bildung der Stomatacluster kann auch schon vor der 
Differenzierung in den Vorläuferzellen (Guard mother cell) erfolgen. Diese Zellen lagern 
Stärke ein, und es kommt zur Verdickung der Zellwand an gegenüberliegenden Seiten wie 
bei den Schließzellen (Zhao und Sack, 1999). Diese Verdickung der Zellwand führt zur 
Teilung der Vorläuferzelle und Differenzierung in Schließzellen. Durch den Knockout der 
Golgi-Apyrase könnte, wie bereits erwähnt, das Glykosylierungsmuster von ECM- 
Bestandteilen oder die Stärkesynthese gestört werden (siehe Akkumulation von 
Stärkegranula in Chloroplasten).  
Hinsichtlich der Signalfunktion von ECM-Komponenten könnte dies ausschlaggebend sein, 
um eine Signalkaskade zu aktivieren, die zur Differenzierung einer Epidermis- oder einer 
Schließzelle führt. Die Signalfunktion zur Differenzierung können einzelne 
Zellwandbestandteile übernehmen (Cassab, 1998; Brownlee, 2002), aber auch durch die 
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Zellwanddicke (Fowler und Quatrano, 1997) oder den Stärkegehalt in der Vorläuferzelle 
(Zhao und Sack, 1999) bestimmt sein.  
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6. Ausblick 
Da die AtAPY1 entgegen den Erwartungen im Golgi-Apparat und nicht in der 
Plasmamembran lokalisiert ist, sollten sich die nachfolgenden Arbeiten mit der Funktion der 
AtAPY1 im Golgi-Apparat befassen. Wie in der Diskussion beschrieben, ist der Golgi-
Apparat entscheidend für die Zellwandsynthese. In der Zellwand lokalisierten Glykoproteine, 
die für Stabilität sorgen und als Signalmolekül fungieren, werden im Golgi-Apparat 
glykosyliert, über Vesikel an die Plasmamembran transportiert und sekretiert (Ridley et al., 
2001; Lerouxel et al., 2006; Mohnen, 2008). In früheren Arbeiten konnte der letale 
Doppelknockout der Atapy1 und Atapy2 partiell komplementiert und die Pflanzen bis ins 
Kotyledonenstadium gerettet werden (Wolf et al., 2007). Die partiell komplementieren 
Pflanzen zeigten jedoch auffällige Veränderungen in Wachstum und Entwicklung. Zum einen 
akkumulierten sie vermehrt Stärkegranula in den Chloroplasten, und zum anderen erfolgte 
ein unzureichendes Zellwachstum, welches sich in Stomataclustern und verkürztem Wurzel- 
und Meristemgewebe widerspiegelte (Wolf et al., 2007). Um die Funktion der AtAPY1 bei 
diesen Phänotypen aufzuklären, wäre die subzelluläre Lokalisation der AtAPY2 wichtig, um 
eine mögliche Redundanz der Proteine (Wolf et al., 2007; Wu et al., 2007) zu bestätigen 
oder auszuschließen.  
Die Funktionsaufklärung der AtAPY1 könnte über verschiedene experimentelle Ansätze 
erfolgen. Zum einen wäre die Identifizierung von potentiellen Bindungspartnern denkbar. Für 
die Charakterisierung von Bindungspartnern ist jedoch eine enzymatisch aktive Apyrase 
Voraussetzung. Durch den Aktivitätsnachweis ist eine korrekte Faltung der AtAPY1 
anzunehmen, welche entscheidend für die Interaktion mit Bindungspartnern ist. Durch 
Modifikationen der bisherigen in vitro Translationsversuche könnte die AtAPY1 aktiv 
translatiert werden. Allerdings würden weiterhin die posttranslationalen Modifikationen 
fehlen, weshalb die Isolation der AtAPY1 aus Gesamtproteinextrakten zu bevorzugen wäre. 
Für eine erfolgreiche Isolation der AtAPY1 aus Pflanzen könnten AtAPY1-GFP Pflanzen 
verwendet werden oder eine transiente Expression der AtAPY1 in N. benthamiana erfolgen 
(Voinnet et al, 2003). Für die Reinigung der AtAPY1-GFP können kommerziell erhältliche 
Kits verwendet werden, bei denen ein anti-GFP-Antikörper an Agarose gebunden ist. Da die 
Elutionsbedingungen sehr stringent sind, müssen die Bedingungen verändert oder 
Aktivitätstests direkt auf der Matrix durchgeführt werden. 
Erste Experimente hinsichtlich der Bindungspartner wurden bereits mit AtAPY1-SNAP 
Proteinen durchgeführt (Boden, 2009) und müssen bestätigt werden. Die durch den 35S-
Promotor konstitutiv exprimierte AtAPY1-GFP könnte über den Tag an eine α-GFP Matrix 
gebunden werden. Durch einen Pulldown-Versuch könnten anschließend potentielle 
Bindungspartner isoliert werden.  
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Zum anderen könnten die beschriebenen Phänotypen bei partieller Komplementation des 
Apyrasedoppelknockouts näher untersucht werden. Es könnte die Zusammensetzung der 
Zellwand von Schließzellen der Apyrasemutanten im Vergleich zum Wildtyp untersucht 
werden. Sollte die AtAPY1 eine Rolle bei der Zellwandsynthese spielen, müssten die 
Mutanten eine veränderte Struktur ausweisen. Dabei könnte sowohl die Zellwanddicke 
(Travis et al., 1997) als auch die Glykoproteine und -lipide näher untersucht werden 
(Strasser et al., 2004; Brown, 2007) β‐(1→3) Glukane und β‐(1→4) Glukane in 
Epidermiszellen können durch Anilinblau (Majewska-Sawka et al., 2002) oder Calcofluor 
White M2R-Färbung (Mori und Bellani, 1996) und Pektine mittels antikörperspezifischer 
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Willats et al., 2000; Majewska-Sawka et al., 2002; 
Pattathil et al., 2010).  
Neben der Zelldifferenzierung könnte die Akkumulation der Stärkegranula in den 
Chloroplasten untersucht werden. Da es sich hierbei um transitorische Stärke handelt, die in 
Abhängigkeit des diurnalen Rhythmus auf- und abgebaut wird, sollte zuerst untersucht 
werden, ob im Vergleich zum Wildtyp vermehrt Stärke aufgebaut wird oder ob der 
Stärkeabbau inhibiert ist. Durch regelmäßige Stärkeextraktion zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten sowie der Variation der Tageslichtbedingungen und anschließendem Stärketest 
können Schwankungen im Stärkegehalt der einzelnen Proben festgestellt werden. Weiterhin 
könnten Gene oder Proteine, die in die Stärkesynthese involviert sind, untersucht werden 
(Critchley et al, 2001). Das könnte auf Transkriptebene durch Real-time PCR oder durch 
spezifische Antikörper und Western Blot Analyse erfolgen.  
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7. Zusammenfassung 
 
Apyrasen (NTPDasen) sind Nukleosidtri- und diphosphat spaltende Enzyme. Bisher konnten 
Apyrasen in allen untersuchten Pro- und Eukaryonten nachgewiesen werden. Im Gegensatz 
zu tierischen Organismen, in denen Apyrasen gut untersucht sind und eine Rolle in der 
Nukleotid-vermittelten Signaltransduktion spielen, ist in Pflanzen weit weniger bekannt.   
In dem Modellorganismus A. thaliana wurden bisher zwei Apyrasen – AtAPY1 und AtAPY2 – 
als funktionell beschrieben. Durch Knockoutstudien konnte gezeigt werden, dass beide 
Apyrasen redundant sind. Der Doppelknockout der AtAPY1 und AtAPY2 ist im Gegensatz 
zum Einzelknockout einer Apyrase letal. Auf Grund von Vorarbeiten wurde die AtAPY1 
extrazellulär im Apoplasten vermutet, wo sie eine Rolle im ATP-Signalweg spielen könnte. 
In der vorliegenden Arbeit sollte die Apyrase 1 (AtAPY1) biochemisch charakterisiert und 
subzellulär lokalisiert werden. Die Aufklärung der biochemischen Eigenschaften und der 
subzellullären Lokalisation der AtAPY1 würde entscheidend mithelfen, die Funktion der 
Apyrasen in Pflanzen aufzuklären.  
Für die biochemische Charakterisierung wie der Bestimmung des pH-Optimums und des 
Substratspektrums der AtAPY1 war die Reinigung einer aktiven AtAPY1 notwendig.  
Da eine Überexpression einer aktiven AtAPY1 in E. coli nicht möglich war, wurde zur 
biochemischen Charakterisierung die AtAPY1 mit verschiedenen Systemen in vitro 
translatiert. Bei Verwendung von Retikulozytenextrakten konnte die AtAPY1 in vitro 
translatiert werden, zeigte aber in den Aktivitätstests keine Aktivität. Auf Grund ihrer 
enzymatischen Aktivität und Struktur scheint die AtAPY1 inhibierend auf verschiedene 
Expressionssysteme zu wirken, was die Gewinnung von aktiver AtAPY1 stark limitiert. In 
einem weiteren Ansatz wurde die AtAPY1-GFP nativ aus transgenen A. thaliana mittels anti-
GFP markierter Matrix gereinigen. Die Reinigung der AtAPY1-GFP aus dem 
Gesamtproteinextrakt war erfolgreich und die immobilisierte AtAPY1-GFP zeigte eine 
Apyraseaktivität. Eine anschließende Elution des Proteins von der Matrix war allerdings zu 
stringent und führte zum vollständigen Aktivitätsverlust.   
Für die subzelluläre Lokalisation wurden Apyraseeinzelknockouts in Vorarbeiten mit zwei 
unabhängigen Konstrukten transformiert: zum einen wurde die Atapy1 C-terminal mit dem 
SNAP-Tag fusioniert und unter ihrem nativen Promotorbereich exprimiert, zum anderen 
erfolgte eine Überexpression der AtAPY1-GFP unter dem konstitutiven CaMV 35S-Promotor. 
Die komplementierten Pflanzen zeigten keine phänotypischen Unterschiede im Vergleich 
zum Wildtyp. Durch Immunfluoreszenz und in vivo Mikroskopie konnte die AtAPY1 in 
vesikelartigen Strukturen, jedoch nicht in der Plasmamembran oder extrazellulären Matrix 
nachgewiesen werden. Um die detektierten Strukturen einem Organell zuzuordnen, wurden 
Co-Lokalisationsstudien durchgeführt. Für Co-Lokalisation wurden die AtAPY1-GFP 
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Pflanzen mit Markerproteinen transformiert oder mit den entsprechenden transgenen 
Pflanzen gekreuzt. Zum Nachweis der AtAPY1-GFP im sekretorischen Weg oder 
endozytotischen Vesikeln wurden transgene AtAPY1-GFP Pflanzen mit RabE1d-YFP 
transformiert, was jedoch keine Co-Lokalisation zeigte. Anschließend erfolgten Kreuzungen 
mit transgenen Pflanzen, die die Golgi-Markerproteine Membrin 12, Syntaxin of plants 32 
oder Golgi transport protein 1-Homolog exprimierten. Mit allen drei Kreuzungen konnte eine 
Co-Lokalisation der AtAPY1-GFP mit dem entsprechenden Markerprotein im Golgi gezeigt 
werden. Durch eine zusätzliche Behandlung der AtAPY1-GFP Pflanzen mit dem 
Membranfarbstoff FM4-64, welcher das trans-Golgi-Netzwerk aber nicht den Golgi-Apparat 
anfärbt und dem fungiziden Toxin Brefeldin A, welches zur Bildung von BFA-
Kompartimenten durch die Fusion des trans-Golgi-Netzwerks mit Endosomen und Teilen des 
trans-Golgi-Apparates führt, konnte die AtAPY1-GFP dem Golgi-Apparat zugewiesen 
werden.  
Weiterhin wurde untersucht, ob die AtAPY1 löslich oder membrangebunden im Golgi-
Apparat vorliegt. Um zwischen löslichen, peripheren und integralen Membranproteinen zu 
unterscheiden, wurde das mikrosomale Pellet mit verschiedenen Detergenzien und Salzen 
behandelt. Hohe Salz- (2 M NaCl) und alkalische Bedingungen (0,2 M Na2CO3) führten zur 
Ablösung peripherer Proteine von der Membran. Harnstoff (4 M) und das anionische 
Detergenz SDS (0,2 %) führten zur Denaturierung von Proteinen und zum Nachweis 
integraler Proteine. Es konnte gezeigt werden, dass die AtAPY1-GFP ein integrales 
Membranprotein ist, da sie ausschließlich in den mit SDS und Harnstoff behandelten 
Fraktionen im Überstand mittels Western Blot nachgewiesen werden konnte.  
Die genaue Funktion der AtAPY1 im Golgi-Apparat ist noch ungeklärt, da der Fokus der 
bisherigen Apyraseforschung von einer Lokalisation der AtAPY1 in der Plasmamembran 
ausging und frühere Ergebnisse in neuem Kontext diskutiert werden müssen.
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Film 1 AtAPY1-GFP exprimierender Protoplast (Aufnahme Z-Stapel) 
Die Protoplasten wurden wie unter 3.3.4. beschrieben aus transgenen AtAPY1-GFP 
Keimlingen präpariert und mit dem Zeiss Axio Imager LSM 710 (C-Apochromat 40x/1.20 W 
Korr M27) detektiert. Die GFP-Anregung erfolgte bei 488 nm (grün) und Emission bei 493 - 
528 nm. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten (magenta) wurde bei 594 nm angeregt und 
zwischen 601 - 708 nm emittiert. Es wurden 45 einzelne Z-Ebenen (je 0,8 µm, gesamt 
36,07 µm) aufgenommen.  
 
Film 2 Intrazelluläre Mitochondrienbewegung 
Aufnahme von zwei Schließzellen eines transgenen A. thaliana Keimlings (Ökotyp Columbia, 
mt-gk) transformiert mit einem Mitochondrienmarker (bestehend aus den ersten 29 
Aminosäuren der Cytochrome Oxidase IV aus Saccharomyces cerevisiae unter 2x CaMV 35-
Promotor und C-terminal fusioniert mit GFP, Köhler et al., 1997; Nelson et al., 2007) (The 
European Arabidopsis Stock Centre, N16263). Die GFP-Anregung erfolgte bei 488 nm (grün) 
und Emission bei 490 - 550 nm. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten (rot) wurde bei 594 
nm angeregt und zwischen 651 - 735 nm emittiert. Die Aufnahmen von 600 Einzelbildern 
erfolgten in 4 min 55 s und wurden auf 1 min komprimiert. Zeiss Axio Imager LSM 710 (C-
Apochromat 40x/1.20 W Korr M27).  
 
Film 3 AtAPY1-GFP Vesikelbewegung 
Aufnahme einer Mesophyllzelle von transgenen AtAPY1-GFP Keimlingen mit dem Zeiss Axio 
Imager LSM 710 (C-Apochromat 40x/1.20 W Korr M27). Die GFP-Anregung erfolgte bei 488 
nm (grün) und Emission bei 493 - 528 nm. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten (magenta) 
wurde bei 594 nm angeregt und zwischen 601 - 708 nm emittiert. Für die in vivo Aufnahme 
wurden 40 Einzelbilder in 7 min 30 s aufgenommen und auf 5 s komprimiert. 
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